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ABREVIATURAS Y SÍMBOLOS 
 
3D: tridimensional. 
aa: aminoácido/s  
ADN: ácido desoxirribonucleico.  
ADNc: ácido desoxirribonucleico complementario. 
ARN: ácido ribonucleico. 
ARNi: ácido ribonucleico pequeño de interferencia. 
ARNm: ácido ribonucleico mensajero. 
ARNr: ácido ribonucleico ribosomal. 
ARNsh: ácido ribonucleico pequeño de tipo horquilla. 
ºC: grados centígrados. 
chIP: ensayo de inmunoprecipitación de la cromatina. 
cm: centímetro (s). 
c.s.p: cantidad suficiente para. 
DMSO: dimetil sulfóxido. 
DO: densidad óptica. 
EDTA: ácido etilendiaminotetraacético. 
g: gramo (s). 
h: hora(s). 
IP: inmunoprecipitación. 
kDa: kilo Dalton. 
kb: kilo pares de bases. 
l: litro. 





µg: microgramo (s). 
ml: mililitro(s). 
mg: miligramo (s). 
mM: milimolar. 
MTT: bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol.  
Abreviaturas y Símbolos 
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nm: nanómetro (s). 
nt: nucleótido(s). 
% p/v: porcentaje peso en volumen. 
p53RE: p53 Responsive Elements. 
pb: pares de bases. 
PBS: solución tampón fosfato salino. 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa. 
PFA: paraformaldehído. 
qPCR: reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real. 
RE: retículo endoplasmático. 
qRT-PCR: transcripción reversa acoplada a reacción en cadena de la polimerasa 
cuantitativa en tiempo real. 
rpm: revoluciones por minuto. 
SDS: dodecil sulfato de sodio. 
seg: segundo(s). 
SFB: suero fetal bovino.  
TBS: Solución salina tamponada con tris. 
TE: solución tampón; 10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA. 
TEM: transición epitelio-mesenquimal. 
U: unidad enzimática. 
% v/v: porcentaje volumen en volumen. 
W: watt. 







Buffer: solución reguladora de pH. 
Cassette: tipo de elemento genético móvil que contiene un gen funcional y un sitio 
de recombinación. 
Cross-linked: polímeros unidos por enlaces covalentes. 
Cross-linking: reacción que provoca la unión de una cadena de polímero a otra. 
Debris: desechos orgánicos que quedan después de la lisis celular. 
Downstream: corriente abajo en un gen. 
Gene Expression Omnibus: repositorio público internacional que archiva y distribuye 
libremente datos de microarrays, secuenciación de última generación y otros datos 
genómicos. 
Hotspots: una región de ADN que exhibe una propensión inusualmente alta a mutar. 
Input: representa la cantidad de cromatina inicial en experimentos de chIP. 
In silico: hecho por computadora o por medio de simulación computacional. 
In vitro: realización de experimentos fuera del organismo vivo. 
In vivo: realización de experimentos dentro del organismo vivo. 
Kit: conjunto de artículos o equipos necesarios para un propósito específico. 
Knockout: gen inactivado por deleción, mutación, o por la interrupción con un 
fragmento artificial de ADN. 
Merged: proceso de combinación de dos o más imágenes fotográficas con campos 
superpuestos para producir una única imagen. 
Microarray: técnica utilizada para detectar la expresión de miles de genes al mismo 
tiempo. 
Missense: mutación puntual en la que un solo cambio de nucleótido da como 
resultado un codón que codifica un aminoácido diferente. 
Nonsense: mutación en la que un codón que corresponde a uno de los veinte 
aminoácidos especificados por el código genético se cambia a un codón que 
provoca la terminación prematura de la traducción. 
Northern Blot: procedimiento utilizado para detectar secuencias específicas de ARN 
mediante hibridación con ADN complementario. 
Nude: término utilizado para ratones de laboratorio de una cepa con una mutación 




inmunitario inhibido debido a un número muy reducido de células T. Como fenotipo 
adicional se observa la ausencia de vello corporal, lo que le da el apodo "desnudo". 
One-tailed T-test: prueba en la que el estadístico utilizado tiene una distribución T de 
Student con distribución de una cola. 
One-way ANOVA: técnica estadística con distribución F que se usa para comparar 
las medias de dos o más muestras. 
p53 Responsive Elements: secuencia de ADN reconocida por p53 y a la cual se une 
al actuar como factor de transcripción. 
Pellet: masa sólida de moléculas o partículas (como proteínas, ácidos nucléicos o 
células), que se obtiene de un medio líquido en un tubo cónico mediante 
centrifugación. 
Probeset: colección de dos o más sondas que están diseñadas para medir una única 
especie molecular. 
Splice: mutación genética que inserta, elimina o cambia una cantidad de nucleótidos 
en el sitio específico en el que tiene lugar el empalme durante el procesamiento del 
ARN mensajero precursor en el ARN mensajero maduro. 
Test: un procedimiento destinado a establecer la calidad, el rendimiento o la 
confiabilidad de algo. 
Transwell: inserto utilizado para ensayos de migración e invasión en cultivo celular. 
Two-tailed T-test: prueba en la que los datos utilizados tienen una distribución T de 
Student con distribución de dos colas. 
Upstream: corriente arriba en un gen. 
Western Blot: técnica analítica usada para identificar proteínas específicas en una 
mezcla compleja de proteínas, tal como la que se presenta en extractos celulares o 
de tejidos. 



















La presencia de mutaciones en el gen que codifica al supresor tumoral p53 
constituye una de las alteraciones genéticas más frecuentes en el cáncer. La 
mayoría de dichas mutaciones son del tipo missense, lo que conduce a la expresión 
abundante de proteínas mutantes de longitud completa. Las mutantes de p53 no 
solo pierden la función de supresor tumoral, sino que también pueden adquirir 
nuevas actividades que promueven la progresión tumoral. A pesar de las evidencias 
que demuestran que p53 mutante aumenta la agresividad tumoral, los mecanismos 
que subyacen a esta actividad han sido poco caracterizados. Un aspecto notable de 
muchas mutantes puntuales de p53 es su capacidad de alterar la expresión génica, 
aún cuando la mutación anula su capacidad de actuar como un factor de 
transcripción. Con el fin de comprender en mayor profundidad este fenómeno, en el 
presente trabajo de tesis estudiamos la relación entre la familia de p53 y la expresión 
de ICMT, identificado por nuestro grupo como un gen inducido por p53 mutante. 
ICMT juega un papel clave en la regulación de proteínas preniladas, catalizando la 
carboximetilación del extremo C-terminal. A pesar de las crecientes evidencias que 
sugieren que las alteraciones en la red de proteínas preniladas pueden afectar la 
progresión tumoral, la regulación de este complejo proceso de modificación post-
traduccional y el papel específico de ICMT no se comprenden completamente. 
Nuestro trabajo revela un vínculo entre el procesamiento posterior a la prenilación y 
la vía de p53. Descubrimos que los miembros de la familia p53 afectan la expresión 
de ICMT de diferentes maneras. Las proteínas relacionadas con la supresión 
tumoral, como p53 wild type (wt) e isoformas TAp63 y TAp73, mostraron un efecto 
negativo sobre la expresión de ICMT, lo que sugiere que este gen está bajo una 
regulación precisa en células normales. Por el contrario, la expresión de ICMT se vio 
potenciada por los mutantes puntuales de p53, lo que apoya la noción de que el 
estado de p53 afectaría los niveles de ICMT durante la progresión tumoral. A su vez, 
demostramos que la sobreexpresión de ICMT contribuye con fenotipos agresivos in 
vitro e in vivo. Además, encontramos una correlación entre el estado de p53 y la 
expresión de ICMT en pacientes con cáncer de mama y pulmón. En conjunto, 
nuestros resultados sugieren que la interrelación funcional entre los miembros de la 































1.1. Alteraciones genéticas en el cáncer 
Según el Informe más reciente de la Agencia Internacional de Investigación en 
Cáncer (IARC, www.iarc.fr, ISBN 978-92-832-0429-9), el cáncer es la segunda 
causa de muerte en todo el mundo y se prevé que el número de casos aumente en 
aproximadamente un 70% en los próximos 20 años. Debido a su incidencia, esta 
enfermedad ha sido objeto de una intensa labor de investigación en las últimas 
décadas. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos, los conocimientos sobre la misma 
aún son insuficientes para lograr un control clínico satisfactorio. El cáncer es una 
patología compleja que presenta una notable multiplicidad de mecanismos, a través 
de los cuales afecta profundamente el comportamiento celular. Se considera que 
esta patología se origina por la acumulación de diferentes combinaciones de 
alteraciones genéticas y epigenéticas. Dichas alteraciones, conducen a fenotipos 
que generalmente presentan seis características comunes: auto-suficiencia en 
relación a las señales de crecimiento, insensibilidad a señales anti-proliferativas, 
evasión de la muerte celular programada (apoptosis), potencial replicativo ilimitado, 




Figura 1: Capacidades adquiridas por las células tumorales. La mayoría, si no todos los 
cánceres, adquieren el mismo conjunto de capacidades funcionales durante su desarrollo, aunque a 





A su vez, además de estas seis características, el tumor puede beneficiarse también 
del microambiente inflamatorio 2 y del cambio en el metabolismo celular para 
sostener una proliferación celular desregulada y potencial invasivo 3. Desde un punto 
de vista molecular, la tumorigénesis es un proceso de múltiples etapas en el que 
cada paso se asocia a mutaciones que afectan la función de proteínas que forman 
parte de la compleja red de la célula tumoral. En general, estas mutaciones ocurren 
en proto-oncogenes o en genes supresores de tumores. En el primer grupo se 
encuentran genes como RAS, cMYC, SRC y ERBB2, que una vez mutados 
muestran una función alterada, debido al aumento de su expresión y/o actividad, 
promoviendo así diferentes fenotipos tumorales. A la inversa, las células tumorales 
necesitan inactivar genes supresores de tumores como TP53, RB o PTEN, los 
cuales actúan limitando la transformación neoplásica. Las mutaciones somáticas en 
TP53, presentes en más del 40% de los casos, constituyen la alteración genética 
más frecuente en el cáncer humano (Figura 2) 4,5. 
 
 
Figura 2: TP53 es el gen más frecuentemente mutado en los tumores humanos. Se muestran los 
porcentajes de mutaciones en TP53 analizados en muestras de distintos tipos de cáncer. Figura 
adaptada de 5. 
 
TP53 codifica un factor de transcripción denominado p53, debido a su movilidad 
electroforética aparente, el cual actúa como un poderoso supresor tumoral. La 
inactivación de p53 ocurre mediante mecanismos muy diferentes a los operados 
sobre otros supresores tumorales, los cuales generalmente eliminan la presencia de 
la proteína. En el caso de p53, en cambio, aproximadamente el 74% de las 
mutaciones son del tipo missense (Figura 3) y de ellas, cerca del 97% ocurren 
dentro del dominio de unión al ADN 4. Como consecuencia de las mismas, se 







Figura 3: Distribución de mutaciones somáticas en TP53. Gráfico circular que representa los 
diferentes tipos de mutaciones encontradas en tumores según datos informados en la base de datos 
de mutaciones en TP53, IARC. Figura adaptada de 6. 
 
En general, las mutantes puntuales pierden la capacidad de reconocer las 
secuencias blanco de p53 wt en el ADN y la función de supresor tumoral. Sin 
embargo, ésta no es la única consecuencia, ya que además, muchas proteínas 
mutantes adquieren nuevas propiedades que les permiten colaborar activamente 
con la progresión tumoral 7. De esta forma, un único evento de mutación transforma 
a una de las principales vías de supresión tumoral en un poderoso mecanismo 
oncogénico.  
 
1.2. p53 como supresor tumoral 
p53 fue descubierta durante el auge de la investigación en virus oncogénicos, como 
una proteína humana de 53 kDa unida al antígeno T en células transformadas con el 
virus SV40 8,9. Debido a esta asociación y al hecho de que numerosos clones 
aislados correspondían a mutantes puntuales, p53 fue inicialmente clasificado como 
un oncogén, pero en trabajos posteriores se estableció que la forma wt de p53 era 
capaz de suprimir el crecimiento y la transformación oncogénica en cultivos celulares 
10,11
. Posteriormente, el rol de p53 como supresor tumoral fue confirmado en 
modelos de ratones knockout, los cuales desarrollan tumores con alta penetrancia 12. 
Por otra parte, las mutaciones en TP53, son comunes en tumores humanos 4 y están 
relacionadas con un mal pronóstico en muchos tipos de cáncer 6,13. De acuerdo con 
su acción como supresor de tumores, las mutaciones en TP53 son una característica 
distintiva de un trastorno genético hereditario de predisposición al cáncer conocido 
como síndrome de Li-Fraumeni 14. En células normales, los niveles de p53 se 
mantienen bajos mediante una serie de reguladores de los cuales el más 




Sin embargo, p53 se estabiliza en respuesta a diversos tipos de estrés celular, 
incluyendo el daño al ADN y problemas durante la replicación causados por 
oncogenes. Los mecanismos que conducen a la activación de p53 dependen del 
estímulo: por ejemplo, el daño al ADN promueve la fosforilación de p53, bloqueando 
la degradación mediada por MDM2 18, mientras que la señalización oncogénica 
induce la inhibición de MDM2 por parte del supresor tumoral ARF 19. Las funciones 
mejores entendidas de p53 se centran en su capacidad para promover el arresto del 
ciclo celular y la apoptosis. Estudios pioneros de la década de 1990 demostraron 
que p53 es crucial para activar el control del ciclo celular inducido por daño 
reversible al ADN 20; mediado en parte, por su capacidad para activar 
transcripcionalmente a p21 21,22. En algunas circunstancias, p53 induce la 
senescencia celular, un programa permanente de detención del ciclo celular 23,24. 
Asimismo, p53 puede promover la apoptosis 25,26, a través de la inducción 
transcripcional de miembros de la familia BCL-2 tales como BAX y PUMA 27,28. Sin 
embargo, el rol biológico de p53 wt parece ser mucho más complejo, como lo 
sugieren trabajos recientes, los cuales demuestran que p53 también controla 
programas “no canónicos”. Como ejemplos se pueden citar, la capacidad de p53 de 
modular la autofagia, alterar el metabolismo, reprimir la pluripotencialidad y la 
plasticidad celular, así como funciones citoplasmáticas independientes de la 
transcripción 29,30. Incluso los niveles basales de p53 pueden reforzar otras múltiples 
redes supresoras de tumores 31. En conjunto, las evidencias sugieren que la 
respuesta de p53 es notablemente flexible y que depende del tipo celular, su estado 
de diferenciación, las condiciones de estrés y las señales externas. 
 
1.3. Dominios funcionales de p53 
TP53 abarca 20 Kb en el cromosoma 17 (17p13.1) y consta de 11 exones, que 
codifican una proteína de 393 aminoácidos (aa) 32. Como muchos otros factores de 
transcripción, p53 tiene una estructura compuesta por dominios funcionales 
conservados evolutivamente: un dominio N-terminal (Transactivation Domain, TAD, 
aa 1-61), un dominio rico en prolina (Proline Rich Region, PRR, aa 64-93), un 
dominio central de unión al ADN (DNA Binding Domain, DBD, aa 93-292), un 
dominio de oligomerización (Oligomerization Domain, OD, aa 325-355) y un dominio 







Figura 4: Organización de los dominios de la proteína p53. Dominios de transactivación 1 y 2 
(TAD1 y TAD2), región rica en prolina (PRR), dominio de unión a ADN (DBD), señales de localización 
nuclear 1, 2 y 3 (NLSI, NLSII, NLSIII), dominio de oligomerización (OD), secuencia de exportación 
nuclear (NES) y dominio C terminal (CTD). Figura adaptada de 33. 
 
El dominio N-terminal de p53 es responsable de su función como activador 
transcripcional 34,35 y está compuesto por dos subdominios: TAD1 y TAD2. Este 
dominio interactúa con componentes de la maquinaria de transcripción basal y con 
diversos reguladores de la transcripción 36–39. Adyacente al dominio de 
transactivación está el dominio rico en prolina que contiene cinco repeticiones del 
motivo PXXP (donde P designa prolina y X cualquier otro aminoácido). Esta región 
es importante para la unión con diferentes interactores proteicos 40, en parte debido 
a que los motivos PXXP proporcionan sitios de unión para el dominio de homología 
3 de Src (SH3) presente en numerosos componentes de vías de señalización. En la 
parte central de la proteína se encuentra el dominio de unión de unión al ADN, capaz 
de reconocer secuencias específicas en los genes blanco. La tetramerización de 
p53, requerida para su función de transactivación, está mediada por el dominio de 
oligomerización 41. Además, este dominio contiene una secuencia que regula el 
intercambio de p53 entre el núcleo y el citoplasma (Nuclear Export Signal, NES aa 
340-351) 42. Adyacentes al dominio de oligomerización se encuentran tres señales 
de localización nuclear (NLSI aa 316–325, NLSII aa 369–375 y NLSIII aa 379–384) 
43
. Los últimos aminoácidos de p53 constituyen el dominio C-terminal básico que se 
ha considerado como un dominio regulador debido a su capacidad para influir en la 
actividad de p53 bajo condiciones de estrés 44. Varios residuos de lisina en este 
dominio experimentan modificaciones post-traduccionales que regulan la estabilidad 
y función de p53 45. Además, ha sido propuesto que facilitaría la unión del DBD a sus 





1.4. Isoformas de p53 
Existe un patrón complejo de isoformas de p53 debido al uso de distintos promotores 
y al empalme alternativo durante el procesamiento del transcripto primario (Figura 5). 
 
 
Figura 5: Isoformas de p53. a) Esquema de la estructura del gen TP53 humano. Se indican 
empalmes alternativos (α, β, γ) y promotores alternativos (P1, P1´ y P2). b) Dominios estructurales y 
funcionales presentes en las isoformas de p53. Figura adaptada de 47. 
 
La transcripción de la proteína puede iniciarse desde dos sitios distintos en la 
secuencia del exón 1 (P1 y P1‘), pero también desde un promotor interno ubicado en 
el intrón 4 (P2). El uso de promotores alternativos puede conducir a la expresión de 
dos proteínas p53 truncadas en el extremo N-terminal diferentes: ∆40p53 y 
∆133p53. ∆40P53, pierde el subdominio de transactivación TAD1 y se obtiene 
mediante un inicio alternativo de la traducción a partir de P1’ o un empalme 
alternativo del intrón 2. El uso de P2 permite la expresión de ∆133p53, isoforma que 
se inicia en el codón 133 y carece del dominio de transactivación completo (TAD1 y 
TAD2), el dominio rico en prolina y parte del dominio de unión al ADN. Además, el 
empalme alternativo del intrón 9 puede producir tres isoformas diferentes en su 
extremo C-terminal: p53 (o p53α), p53β y p53γ, de las cuales, las isoformas p53β y 
p53γ carecen del dominio de oligomerización 47,48. Curiosamente, se ha descrito una 




aminoácidos dentro del dominio central (correspondiente a los aa 257-322). Esta 
isoforma presenta una actividad transcripcional diferente de la de p53 de longitud 
completa 49, induciendo solo genes involucrados en el arresto del ciclo celular. Hasta 
ahora, los niveles de expresión espacial y temporal de las diferentes isoformas de 
p53 son en gran parte desconocidos y sus roles funcionales aún esperan una 
caracterización más profunda 50,51. 
 
1.5. Regulación de la expresión génica mediada por p53 
La función supresora de tumores de p53 wt se atribuye en gran medida a su 
capacidad para regular la transcripción de numerosos genes diana, aunque otros 
modos de acción han sido descriptos 30,52. El mecanismo de activación 
transcripcional involucra la unión de p53 wt al ADN en regiones específicas 
conocidas como elementos de respuesta a p53 (p53 Response Elements, p53RE). 
Dichas regiones están formadas por dos hemisitios, cada uno de los cuales posee 
una secuencia definida por el consenso PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy (donde; 
Pu:purina, Py: pirimidina), organizados en un arreglo palindrómico y separadas por 
un espaciador de 0–13 pares de bases 53. Cada hemisitio contacta a dos 
monómeros de p53 wt, conformando en total una estructura activa tetramérica. La 
presencia de p53 wt en los promotores de genes diana permite la activación de 
diversos procesos que involucran la interacción con diferentes interactores 54. Por un 
lado, p53 wt es capaz de reclutar proteínas reguladoras de la estructura de la 
cromatina que colaboran para aumentar la accesibilidad de la maquinaria 
transcripcional. Por ejemplo, la interacción con las acetil-transferasas p300 y CBP, 
favorece la relajación de la cromatina mediante la acetilación de histonas y aumenta 
la estabilidad de p53 a través de su acetilación 55–57. También se ha descripto la 
interacción de p53 wt con miembros del complejo acetil-transferasa STAGA y con la 
arginina-metiltransferasa PRMT1 58,59. Por el otro, p53 wt interactúa con diversos 
componentes del complejo de pre-iniciación de la transcripción. Entre las 
interacciones con factores de transcripción basales caracterizadas se puede citar la 
unión a TBP, TAF6 y TAF9, pertenecientes al factor TFIID. También ha sido 
descripta la interacción con componentes de TFIIH, como p62 y TFB1 60,61. Además, 
p53 wt puede interactuar con miembros del complejo multiproteico Mediator, el cual 




genes inducidos por p53 wt más estudiados hasta el momento se encuentran genes 
involucrados en el control del ciclo celular como CDKN1A que codifica al inhibidor de 
CDKs p2121, el gen que codifica 14-3-3σ inhibidor de la importación nuclear de 
Ciclina B / Cdc2, 62 o genes pro-apoptóticos como BAX y PUMA 27. Además, p53 wt 
induce la transcripción de MDM2, que codifica a su propia ubiquitina ligasa 63,64. En 
conjunto, los estudios realizados indican que p53 wt es capaz de inducir la 
transcripción de más de 100 genes 30. Sin embargo, el repertorio de genes activados 
por p53 wt en cada caso particular es variable, y depende en gran medida del 
contexto celular y del tipo de señales activadoras. 
Además de la inducción transcripcional, se ha demostrado que p53 wt es capaz de 
reprimir la expresión de numerosos genes, los cuales están involucrados en distintas 
funciones celulares (Tabla 1) 65. 
 
 
Tabla 1: Genes reprimidos por p53 wt. 
 
La actividad represora de p53 wt parece involucrar una mayor variedad de 
mecanismos en comparación con la activación transcripcional. Si bien, muchos de 
estos genes poseen una región sensible a p53 en el promotor 65, en general no se 
identificó un p53RE canónico asociado a su actividad represora. De todas formas, en 
muchos casos se observó el reclutamiento de p53 wt en los promotores de genes 
reprimidos y en algunos casos se demostró la interacción directa con el ADN 65. En 
conjunto, las evidencias experimentales han permitido proponer diferentes 




clasificarse en mecanismos directos, los cuales involucran su reclutamiento en el 
promotor, y mecanismos indirectos en los cuales p53 wt actúa sin necesidad de 
interactuar físicamente con la cromatina en los genes diana 66. Entre los 
mecanismos de represión directos que involucran la interacción con el ADN 
podemos a su vez distinguir varias posibilidades. De manera análoga a la activación 
transcripcional, p53 puede unirse a un elemento de respuesta en el ADN e incluso, 
reclutar co-represores (Figura 6 a). Otra posibilidad implica la unión de p53 a un 
elemento que se superponga a los sitios de unión de otros activadores de la 
transcripción (Figura 6 b). También podría producirse la unión de p53 en la cercanía 
de un sitio de unión para un factor de transcripción, posibilitando la acción inhibitoria 
de p53 wt sobre el mismo (Figura 6 c) 67. Los sitios de unión identificados presentan 
variaciones en el núcleo central del p53RE canónico y en la orientación de los 
hemisitios 68. Además, los análisis recientes de los sitios represores validados 




Figura 6: Mecanismos de represión de p53 dependientes de unión al ADN. a) Unión de p53 a 
una secuencia específica que conduce a la represión transcripcional directa por p53. b) 
Desplazamiento de factores de transcripción debido a la superposición de los sitios de unión al ADN. 
c) Unión de p53 en la cercanía de un sitio de unión para un factor de transcripción, ejerciendo 
inhibición sobre el mismo. Figura adaptada de 67 
 
A su vez, p53 wt puede ser reclutado en los promotores de genes reprimidos 
mediante la interacción con otras proteínas. p53 wt puede actuar como un co-
represor, uniéndose a otros factores de transcripción presentes en los promotores 
(Figura 7 a). Alternativamente, puede interactuar con componentes de la maquinaria 




presencia de p53 wt en los promotores puede contribuir la condensación de la 
cromatina mediante el reclutamiento de histona deacetilasas o ADN 
metiltransferasas (Figura 7 c) 67. 
 
 
Figura 7: Reclutamiento de p53 en los promotores de genes reprimidos mediante la interacción 
con otras proteínas. a) Interacción de p53 con co-factores de transcripción. b) Interacción de p53 
con la maquinaria de transcripción basal. c) Regulación de la estructura de la cromatina y metilación 
del promotor. Figura adaptada de 67. 
 
Los mecanismos de represión indirecta se caracterizan por la ausencia completa de 
p53 en los promotores de los genes diana (Figura 8). En estos casos, se propone 
que p53 puede ejercer sus efectos represivos indirectamente regulando la 
transcripción de otros factores transcripcionales y/o micro ARNs 70. Además, p53 wt 





Figura 8: Represión indirecta de p53 a través de la regulación de otros genes. p53 regula la 
expresión de numerosos factores de transcripción y los cambios en la expresión de los mismos 




Cabe señalar que las funciones de los genes reprimidos por p53 están involucradas 
en muchos procesos biológicos diferentes (Figura 9), lo que sugiere que la represión 
transcripcional por p53 desempeña un papel importante en la fisiología celular. El 
equilibrio, entre los genes diana transactivados y reprimidos en estas vías, funciona 
en conjunto para modelar el comportamiento celular. 
 
 
Figura 9: Procesos celulares en los cuales intervienen genes reprimidos por p53. Figura 
adaptada de 65. 
 
1.6. La familia de p53 
Aunque inicialmente se creyó que p53 era una proteína única sin parálogos, más 
tarde, quedó claro que pertenece a una familia multigénica que incluye otros dos 
miembros, p63 y p73, codificadas por los genes TP63 y TP73 respectivamente 71,72. 
Aunque las tres proteínas son capaces de unirse al ADN de una manera específica, 
reconociendo secuencias similares y tienen una organización modular comparable, 
sus estructuras primarias no comparten una identidad elevada. Se observa  
alrededor del 30% de identidad entre p53 y cualquiera de sus parálogos 
considerando toda la secuencia. Curiosamente, la identidad alcanza el 65% cuando 
se considera solo el dominio de unión al ADN (IARC TP53 Database, 
www.p53.iarc.fr). En concordancia con esta homología estructural parcial, los 
miembros de la familia de p53 tienen algunas funciones superpuestas mediadas por 




desencadenar apoptosis en respuesta al estrés genotóxico 74 e inducir senescencia 
tanto in vitro como in vivo 75,76. A pesar de esta similitud, el desarrollo de ratones 
knockout para estos genes demostró en forma categórica que ambos poseen 
funciones biológicas específicas en el desarrollo embrionario y el control de la 
diferenciación. Aunque los ratones que carecen de p63 nacen vivos, muestran 
graves fenotipos asociados a defectos en el desarrollo 77,78. Las extremidades están 
ausentes o truncadas debido a un mal funcionamiento de la cresta ectodérmica 
apical. Además, estos ratones no desarrollan una epidermis estratificada, ni la 
mayoría de los tejidos epiteliales (por ejemplo; folículos pilosos, dientes, próstata y 
glándulas mamarias) y, finalmente, mueren por deshidratación en las horas 
posteriores al nacimiento. Todas estas anomalías indican el papel fundamental de 
p63 en el desarrollo epidérmico 77,78. Los ratones que carecen de p73 muestran un 
retraso en el crecimiento y una alta tasa de mortalidad en los primeros dos meses 79. 
A su vez, sufren varios defectos neurológicos (hidrocefalia, disgenesia del 
hipocampo y pérdida de neuronas simpáticas), tienen problemas inmunológicos 
caracterizados por infecciones crónicas e inflamación y muestran un comportamiento 
reproductivo y social anormal. Otro aspecto notable de esta familia es que tanto 
TP63 como TP73 codifican una serie de isoformas cuya caracterización conforma un 
campo de investigación de enorme interés, actualmente en desarrollo. El papel 
crítico de p63 y p73 en el proceso tumoral in vivo, fue puesto en evidencia por 
hallazgos en ratones compuestos p63+/- p73+/-, los cuales mostraron el desarrollo de 
tumores espontáneos y metástasis. Además, se observó que la pérdida de p63 y 
p73 también puede cooperar con la pérdida de p53 en el desarrollo de tipos 
tumorales específicos 80.A pesar de su relevancia, dicho modelo no permitió 
profundizar el rol funcional de las distintas isoformas de p63 y p73, ya que se basó 
en la eliminación completa de las mismas. Los avances más recientes, realizados en 
este sentido, indican una notable complejidad funcional con diferentes 
consecuencias sobre el proceso neoplásico. 
 
1.7. Isoformas de p63 y su relación con el cáncer 
TP63 consta de 15 exones, que abarcan más de 270 Kb en el cromosoma 3q27 81. 
Codifica al menos seis isoformas generadas por la combinación de empalme 




(Figura 10 a). Las isoformas TAp63 se generan por la actividad del promotor 
corriente arriba del exón 1, y contienen el dominio de transactivación en su extremo 
N-terminal. En cambio, el promotor alternativo en el intrón 3 conduce a la expresión 
de isoformas ∆Np63, que carecen del dominio de transactivación. En total, han sido 
identificadas al menos seis variantes de ARNm que permiten la síntesis de seis 
isoformas proteicas diferentes (TAp63α, TAp63β, TAp63γ, ∆Np63α, ∆Np63β y 




Figura 10: Isoformas de p63. a) Esquema de la estructura del gen TP63 humano, se indican el 
empalme alternativo (α, β y γ) y los promotores alternativos (P1 y P2). b) Isoformas de p63. Las 
proteínas TAp63 codificadas a partir del promotor P1 contienen el dominio N-terminal de 
transactivación. Las proteínas ∆Np63 codificadas a partir del promotor P2 son proteínas truncadas 
que contienen un dominio N-terminal diferente al de las proteínas TAp63. Los números indican los 
exones que codifican las isoformas de p63. Figura adaptada de 82 
 
 
Todas las isoformas son capaces de unirse al ADN a través de un elemento de 
respuesta y regular la transcripción de los genes diana. Dicho elemento es similar al 
p53RE, pero sin embargo presenta selectividad por p63 83,84. Además de regular un 
repertorio génico específico, las isoformas TAp63 pueden inducir la expresión de 
algunos genes diana de p53 wt, colaborando de esta forma con el arresto del ciclo 
celular o la apoptosis. Estas observaciones iniciales sugirieron que las isoformas 




por estudios más recientes que ampliaron dicho concepto demostrando un papel 
crítico para TAp63 en la supresión de la metástasis 85,86. El rol de las isoformas 
∆Np63 en el cáncer ha sido menos estudiado. La capacidad de dichas isoformas de 
ejercer dominancia negativa sobre p53 wt y TAp63 mediante la competencia por los 
elementos de respuesta en el ADN sugirió que podrían colaborar con el desarrollo 
tumoral 87. Por otra parte, también se demostró que las isoformas ∆Np63 activan 
directamente genes específicos no inducidos por las isoformas TAp63, como Hsp-
70, HSP70B, TMP, IL-8, DSPP y Hdkk-1 88,89, algunos de los cuales podría colaborar 
con el desarrollo tumoral. 
 
1.8. Isoformas de p73 y su relación con el cáncer 
TP73 consta de 15 exones que abarcan más de 80 Kb en el cromosoma 1p36.3. 
También codifica varias isoformas generadas mediante la combinación de diferentes 
mecanismos 90,91. Las isoformas TAp73 se generan por la actividad del promotor P1, 
corriente arriba del exón 1, mientras que el promotor alternativo P2, en el intrón 3, 
conduce a la expresión de isoformas ∆Np73, que carecen del dominio de 
transactivación (Figura 11 a). Por otro lado, la exclusión del exón 2 por empalme 
alternativo genera las proteínas ex2p73, las cuales han perdido parte del dominio de 
transactivación. A su vez, la exclusión de los exones 2 y 3 por empalme alternativo 
origina las proteínas ex2/3p73, que pierden por completo el dominio de 
transactivación y se inician desde el exón 4. En forma similar a p63, mediante 
empalme alternativo se generan al menos siete alternativas para el extremo C-
terminal (α, β, γ, δ, ɛ, ζ y η). Además, el uso de codones de iniciación alternativos en 
el dominio N-terminal, proporciona cuatro alternativas adicionales para las isoformas 
TAp73 92. En conjunto, p73 expresa al menos 35 variantes de ARNm, que pueden 
codificar teóricamente 29 isoformas diferentes de la proteína p73 (Figura 11 b). 
Hasta ahora, se han descripto 14 isoformas de p73 diferentes.  
De manera similar a p63 todas las isoformas de p73 son capaces de unirse 
específicamente al ADN a través de elementos de respuesta específicos, los cuales 







Figura 11: Isoformas de p73. a) Esquema de la estructura del gen TP73 humano, se indican 
empalmes alternativos (Ex2, Ex2/3, α, β, γ, δ, ε, ζ y η) y promotores alternativos (P1 y P2). b) 
Isoformas de p73. Las proteínas TAp73 codificadas a partir del promotor P1 contienen el dominio N-
terminal de transactivación conservado. Las proteínas ex2p73 se originan por la exclusión del exón 2. 
Las proteínas ex2/3p73 se originan por exclusión de los exones 2 y 3 y se inician desde el exón 4. 
Las proteínas ∆Np73 codificadas a partir del promotor P2 son proteínas truncadas que contienen un 
dominio N-terminal diferente de las proteínas TAp73. Los números indican los exones que codifican 
las isoformas de p73. Figura adaptada de 82. 
 
Las isoformas de p73 regulan repertorios génicos específicos, sin embargo, existe 
un cierto grado de superposición con p53 wt. Por ejemplo, las isoformas TAp73 
pueden colaborar con el arresto del ciclo celular y la respuesta apoptótica, a través 




ejercer efectos dominantes negativos sobre las actividades de p53wt, TAp73 y 
TAp63 mediante la competencia por sitios de unión al ADN 87,91. También se 
demostró que las isoformas ∆Np73 activan directamente genes no inducidos por las 
isoformas TAp73 93. En general, las evidencias sugieren un rol anti-tumoral para las 
isoformas TAp73 y un rol pro-tumoral para las isoformas∆Np73, aunque se requiere 
una caracterización más profunda de su función biológica. 
 
1.9. Mutantes de p53  
Si bien el espectro de mutaciones en TP53 es complejo, incluyendo mutaciones de 
distintos tipos, el mismo se encuentra dominado por la presencia de mutaciones de 
tipo missense. Esta es una característica que distingue a p53 wt de otros supresores 
tumorales, los cuales son generalmente inactivados por mutaciones que eliminan la 
proteína. En cambio, las mutaciones missense en TP53 permiten la expresión de 
proteínas mutantes puntuales, las cuales son muy abundantes en tumores humanos. 
Estas alteraciones han sido encontradas en toda la secuencia del gen TP53 94, pero 
con mayor frecuencia se agrupan dentro del dominio de unión al ADN, dentro del 
cual se identificaron seis codones (hotspots) que se sustituyen con mayor 
frecuencia, presentes en las posiciones 175, 245, 248, 249, 273 y 282 (Figura 12). 
 
Figura 12: Distribución de las mutaciones missense reportadas a lo largo de la secuencia de 
de p53 (393 aa). TAD, dominio de transactivación; PRR, dominio rico en prolina; DBD, dominio de 
unión al ADN; OD, dominio de oligomerización; CTD, dominio C-terminal. N: número de muestras 





Aunque la mayoría de los estudios experimentales se han centrado en la actividad 
de las mutantes de p53 más frecuentes, casi todos los codones dentro del dominio 
de unión al ADN de p53 se encuentran individualmente mutados en el cáncer. Las 
mutantes de p53 se han clasificado en dos categorías diferentes: el primer grupo 
comprende mutaciones que afectan a los aminoácidos que entran en contacto 
directo con el ADN, como R248Q, R248W y R273H y, por lo tanto, previenen la 
actividad transcripcional sin afectar drásticamente la conformación de la proteína 
(conocidas como mutantes de contacto), y el segundo grupo comprende mutaciones 
que afectan la estructura tridimensional de la proteína, causando distorsiones 
conformacionales locales (como R249S y G245S) o globales (como R175H y 
R282W) (denominadas mutantes conformacionales). 
 
 
Tabla 2: Mutaciones frecuentes en TP53. Se muestran 12 mutaciones que representan cada una al 
menos el 1% del total de las mutaciones en el conjunto de datos del genoma completo proveniente de 
la base de datos COSMIC (cancer.sanger.ac.uk/wgs). Estructural: mutación que afecta el plegamiento 
de la proteína; Nula: se predice que la mutación impide la síntesis de la proteína; Unión al ADN: 
mutación que reemplaza a un aminoácido que hace contacto directo y específico con el ADN; 
Deleción C-terminal: mutación que genera una proteína que carece de todo (p.R306 *) o parte del 
(p.R342 *) dominio de oligomerización. Tabla adaptada de 4. 
 
 
Estas mutaciones puntuales generalmente conducen a una pérdida de la actividad 
de p53 wt, sin embargo, sus consecuencias funcionales pueden ser más complejas. 
Los efectos fenotípicos de p53 mutante pueden resumirse en tres escenarios no 






Figura 13: Representación esquemática del impacto funcional de las mutaciones en TP53. LOF: 
loss of function, pérdida de función; DN: dominancia negativa; GOF: gain of function, ganancia de 
función. Figura adaptada de 6. 
 
 
En primer lugar, la mayoría de las mutaciones observadas en tumores humanos 
anulan las funciones supresoras de tumores del alelo afectado, lo que se denomina 
pérdida de función (Loss of Function, LOF). Si en la misma célula el alelo restante se 
pierde (pérdida de heterocigosidad), dicha célula quedará totalmente privada de la 
protección antitumoral mediada por p53 wt. En segundo lugar, la mayoría de las 
mutaciones missense producen mutantes de p53 de longitud completa capaces de 
inhibir, en diversos grados, la función de la proteína wt. Este efecto de dominancia 
negativa se logra mediante la oligomerización de proteínas mutantes y wt, formando 
un heterotetrámero defectuoso en la unión al ADN 95. Por lo tanto, incluso si se 
retiene el alelo wt, la célula puede verse privada de las funciones de p53 wt a través 
de dicho mecanismo. Finalmente, se demostró que muchas mutaciones puntuales 
confieren a la proteína nuevas funciones que son independientes de p53 wt. Tales 
actividades, comúnmente descritas como ganancia de función de p53 mutante (Gain 
of Function, GOF) pueden contribuir activamente con varios aspectos del desarrollo 





Figura 14: Propiedades oncogénicas de p53 mutante y sus mecanismos subyacentes. El círculo 
interior (celeste) representa fenotipos oncogénicos asociados con las actividades de las proteínas 
mutantes de p53. El círculo exterior representa propiedades clave de los mutantes de p53 que 
subyacen a los fenotipos enumerados en el círculo interno. Cada uno de los efectos fenotípicos se 
puede atribuir a casi cada una de las propiedades mecanicistas; por lo tanto, el círculo interior se 
puede girar libremente. Figura adaptada de 6. 
 
Si bien el concepto de ganancia de función está presente desde el descubrimiento 
de p53, recién se demostró experimentalmente por primera vez hace más de 25 
años 96, cuando se observó que la introducción de p53 mutante en células nulas 
para p53 era capaz de aumentar la agresividad in vitro e in vivo. Actualmente, la 
adquisición de nuevas funciones por parte de mutantes puntuales de p53 ha sido 
ampliamente documentada en una gran variedad de sistemas experimentales. En 
particular, el desarrollo de modelos en ratones constituyó un punto de inflexión en 
este campo, demostrando que la presencia de p53 mutante favorece el desarrollo de 
un perfil tumoral más agresivo y metastásico en comparación con ratones sin p53 97–
103
. La hipótesis de la adquisición de nuevas funciones en mutantes puntuales de 
p53 se ve respaldada por la observación de la evolución clínica de pacientes con 
síndrome de Li-Fraumeni. Los pacientes que portan una mutación missense en la 
línea germinal desarrollan cáncer en forma significativamente más precoz que los 
pacientes con otros tipos de mutaciones en TP53 104,105. A pesar de las 
contundentes evidencias sobre el rol pro-tumoral de p53 mutante, no se conocen en 




para explicar estas funciones neomórficas sugieren que p53 mutante podría actuar 
como un factor pleiotrópico que perturba procesos celulares a través de la alteración 
de la función normal de distintos interactores 6. Por ejemplo, p53 mutante puede 
unirse a sus parálogos TAp63 85,106 o TAp73 107,108 e interferir con su función como 
factores de transcripción. Por otra parte, a pesar de haber perdido la capacidad de 
reconocer secuencias consenso para p53 wt en el ADN, existen evidencias de la 
capacidad de algunas mutantes de alterar la expresión génica. Han sido sugeridos 
diversos mecanismos para explicar dicha capacidad. Por ejemplo, se propuso que 
p53 mutante podría actuar como co-factor de transcripción 109,110 o que podría unirse 
a secuencias ricas en guanina presentes en los promotores de algunos genes 111. 
Además, ha sido reportada su presencia en regiones intergénicas y no codificantes 
112
. Sin embargo, la diversidad de mecanismos en los cuales han sido involucradas 
las mutantes de p53 hace difícil una comprensión cabal del fenómeno de GOF y de 
su impacto en la patología humana. En tal sentido, considerando la alta frecuencia 
de mutaciones missense y la potencialidad de las mutantes puntuales como blancos 
terapéuticos altamente específicos, el estudio de las funciones asociadas a p53 
mutante es un campo de gran relevancia en la biología del cáncer. 
 
1.10. Identificación de vías alteradas por p53 mutante en el cáncer 
La capacidad de p53 mutante de afectar la fisiología celular a través de la 
interacción con diversos interactores proteicos sugiere que sus efectos van a 
depender en gran medida del contexto celular. En tal sentido, es posible especular 
que p53 mutante podría generar distintos efectos en distintos tipos celulares, o en 
distintos momentos de la progresión tumoral. Esta complejidad hace necesario el 
estudio de los efectos biológicos de las mutantes en diversos sistemas 
experimentales. Con este objetivo en mente, nuestro grupo se propuso caracterizar 
el efecto de p53R280K sobre la expresión génica en células de cáncer de mama 
Triple Negativo. En este contexto, se realizaron análisis de microarray en células 
MDA-MB-231 en las cuales la expresión de p53 mutante endógena fue silenciada 
utilizando ARNs de interferencia pequeños (ARNi). La línea celular MDA-MB-231 
expresa en forma exclusiva la mutantep53R280K, debido a la incorporación de la 
mutación missense correspondiente y a la deleción del alelo wt restante 113. Esta 




sus características agresivas, es utilizada como sistema modelo de células agresivas 
y metastásicas. Los resultados obtenidos permitieron identificar un programa 
transcripcional activado por p53 mutante 106. Entre los genes identificados en dicho 
análisis, captó nuestro interés ICMT (Isoprenil-cistein-carboxi-metiltransferase), no 
solo porque presentó el diferencial de expresión negativo más elevado; sino 
también, por su rol biológico. ICMT forma parte de una vía de modificación post-
traduccional de diversas proteínas. Esta vía modifica el extremo C-terminal de sus 
sustratos combinando la prenilación y la metilación. Algunas proteínas relacionadas 
íntimamente con mecanismos oncogénicos son modificadas por esta vía, incluyendo 
miembros de la familia RAS, así como también GTPasas de la familia RHO y 
subunidades de las proteínas G heterotriméricas. A partir de nuestros resultados 
surgió la hipótesis de que podría existir una relación entre los mecanismos 
oncogénicos activados por p53 mutante y la alteración de la prenilación de 
proteínas. 
 
1.11. Prenilación de proteínas  
El proceso de modificación post-traduccional conocido como prenilación involucra 
tres etapas. El paso inicial consiste en la adición de un isoprenoide, farnesilo o 
geranilgeranilo, a un residuo de cisteína cercano al extremo C-terminal de las 
proteínas sustrato 114, catalizado por la farnesiltransferasa (FTasa) o 
geranilgeraniltransferasa (GGTasa) I. El residuo de cisteína prenilado suele ser parte 
de un motivo CAAX (C: cisteína; A: aminoácido alifático; X: cualquier aminoácido), 
pero otros motivos como CXC también pueden ser blanco de las preniltransferasas 
115
. Luego, los aminoácidos terminales que siguen a la cisteína prenilada (AAX) se 
eliminan mediante una peptidasa específica conocida como Endoproteasa 
Convertidora de RAS1 (RCE1) en el retículo endoplasmático (RE) 116. Finalmente, 
ICMT cataliza la metilación del extremo carboxilo libre en la cisteína. Esta 
modificación proporciona un extremo C-terminal hidrofóbico no cargado a la proteína 
sustrato, lo cual aumenta su interacción con las membranas biológicas y/o modifica 
su capacidad de interactuar con otras proteínas (Figura 15) 117. Se ha predicho la 








Figura 15: Modificaciones post-traduccionales por prenilación. El proceso involucra tres 
modificaciones post-traduccionales secuenciales. 1) Adición de un grupo isoprenilo a la cisteína del 
motivo CAAX por FTasa o GGTasa‐I. 2) Remoción de aminoácidos en el extremo C-terminal por 
RCE1. 3) Metilación del residuo de cisteína isoprenilado expuesto, catalizada por ICMT. 
 
Paso 1: Isoprenilación del residuo de cisteína por FTasa o GGTasa-I. En primer 
lugar, el grupo lipídico es unido covalentemente a través de un enlace tioéter al 
residuo de cisteína del motivo CAAX o CXC. La isoprenilación tiene lugar en el 
citosol y es catalizada por FTasa o GGTasa-I. FTasa agrega un lípido farnesilo 
(farnesilación) de 15 carbonos y GGTasa-I agrega un lípido geranilgeranilo de 20 
carbonos (geranilgeranilación) 120. Tanto FTasa como GGTasa‐I son proteínas 
heterodiméricas que consisten de una subunidad α, que comparten, y una subunidad 
β distinta y específica para cada una de las proteínas 121. FTasa y GGTasa‐I son 
metaloenzimas que requieren zinc para la actividad enzimática; FTasa también 
requiere magnesio 122. El aminoácido final del motivo CAAX influye sobre el tipo de 
isoprenoide agregado. Generalmente, cuando en la posición X se encuentra una 
leucina, la cisteína en el motivo CAAX es procesada por GGTasa-I (por ejemplo, 
RHOA y CDC42) 120,117,123; cuando en la posición X se encuentra serina, metionina, 
glutamina o alanina, la cisteína es procesada por FTasa (por ejemplo, RAS, laminas 




requerimientos estructurales parecen no ser tan estrictos, ya que también hay 
algunas proteínas CAAX que pueden procesarse por ambas isopreniltransferasas 
(por ejemplo, K-RAS, RHOB y RHOH) 127. 
Paso 2: Deleción de los residuos en el extremo C-terminal. Después de la 
isoprenilación, las proteínas son reconocidas por RCE1, una proteína integral de 
membrana del RE con el sitio activo en el citosol 128,129,130. RCE1 elimina los 
aminoácidos subsiguientes a la cisteína isoprenilada (–AAX en proteínas CAAX), 
mediante endoproteólisis tanto en proteínas conjugadas con farnesilo como con 
geranilgeranilo 131,132. 
Paso 3: Metilación de la cisteína C-terminal por ICMT. Después de la 
endoproteólisis, ICMT cataliza la metilación del extremo carboxilo libre en el residuo 
de cisteína isoprenilado. Esta metiltransferasa es también una proteína integral de 
membrana del RE con el sitio activo en el citosol 117. La metilación de proteínas 
CAAX preniladas está ausente en las células ICMT-/-, lo que confirma que ICMT es la 
única enzima que puede catalizar esta reacción 133.  
 
1.12. ICMT 
Los genomas de los mamíferos codifican solo un miembro de la clase de 
metiltransferasas ICMT, la cual carece de homología con cualquier otra 
metiltransferasa 134. La secuenciación reveló un ADNc para ICMT humana de 3595 
pb con un marco abierto de lectura que predijo una proteína de 284 aa. El único gen 
humano está en el cromosoma 1p36.21 y se expresa como dos variantes de ARNm 
mediante un empalme alternativo. La variante principal codifica el polipéptido de 
longitud completa; la variante secundaria tiene un exón adicional y parece codificar 
una proteína truncada en el N-terminal que comienza con el aa metionina en la 
posición 97. La proteína truncada no ha sido caracterizada y no se sabe si sería 
catalíticamente activa 135. ICMT es una proteína integral de membrana restringida al 
RE y su actividad catalítica requiere asociación a la misma 134,136. Una 
caracterización experimental profunda permitió concluir que ICMT atraviesa la 
membrana del RE ocho veces, con sus extremos N-terminal y C-terminal dispuestos 
hacia el citosol. A su vez, se reveló una estructura de hélice-giro-hélice conservada 
para el último par de segmentos transmembrana y se predijo un dominio regulador 






Figura 16: Topología de ICMT. Las estrellas indican los sitios que se asignaron al citosol y los 
asteriscos indican los sitios que se asignaron a la luz del RE. Figura adaptada de 137 
 
Para caracterizar la estructura tridimensional de ICMT se utilizó la proteína 
proveniente de escarabajo Tribolium castaneum, ya que mostró una estabilidad 
bioquímica superior en soluciones que contienen detergentes en comparación con 
otros ortólogos. ICMT humana y de escarabajo comparte la misma topología 
predicha 137 y tienen una identidad de secuencia de aminoácidos del 58% dentro de 
la región que se cree que contiene el sitio activo 138 (aa 90–281). ICMT de 
escarabajo mostró una metilación robusta de los sustratos prenilados, tanto en las 
membranas celulares como en la forma purificada, y mostró parámetros cinéticos 
similares a los de ICMT humana 139,140. El sitio activo abarca regiones citosólicas y 
expuestas a la membrana, lo cual sugiere distintas rutas de entrada para el dador de 
metilo citosólico, S-adenosilmetionina, y para los sustratos prenilados, asociados con 
la membrana del RE. La estructura tridimensional propuesta explica cómo ICMT 
supera el desafío topográfico y la energía desfavorable de reunir dos reactivos que 
tienen diferentes localizaciones celulares en un entorno de membrana, una 
característica relativamente no caracterizada pero definitoria de muchas enzimas 
integrales de membrana 141. 
 
1.13. Rol biológico de ICMT 
Un aspecto intrigante de las proteínas preniladas es que se distribuyen entre 
diferentes familias y están involucradas en una variedad de funciones biológicas 142. 




da como resultado la muerte de los embriones entre los días E10.5 y E12.5. 143. 
Investigaciones realizadas demostraron que ICMT es requerida para las primeras 
etapas del desarrollo del hígado y sugieren que los embriones deficientes en ICMT 
mueren de anemia causada por defectos en el desarrollo hepático 144. El examen de 
tejidos de ratones macho quiméricos reveló que las células Icmt-/- contribuyen de 
manera diferente al desarrollo de diferentes tejidos. En el músculo esquelético la 
contribución de células con deficiencia de ICMT fue alta, lo que sugiere que ICMT 
podría no ser importante para su desarrollo; mientras que en cerebro, hígado y 
testículos la contribución fue relativamente baja, sugiriendo que la actividad de ICMT 
es importante para el desarrollo de dichos órganos. El análisis por Northern Blot de 
tejidos de ratones de tipo salvaje mostró que la expresión de Icmt en diferentes 
tejidos se correlaciona inversamente con el grado de contribución de células Icmt-/- 
en los tejidos de ratones quiméricos. Así, por ejemplo, la expresión de Icmt fue alta 
en el cerebro y el hígado, donde la contribución de las células Icmt-/- fue baja 143. 
 
1.14. Rol de ICMT en el cáncer 
La identificación de miembros de la familia RAS como sustratos de ICMT reforzó la 
idea de que la prenilación de proteínas puede desempeñar un papel en el cáncer 
145,146
. Por ejemplo, la ablación genética de ICMT redujo la transformación inducida 
por KRAS de fibroblastos de embrión de ratón in vitro 147. La supresión tejido 
específica de ICMT en ratones que expresan KRAS mutante en células mieloides y 
neumocitos, atenuó el síndrome mieloproliferativo y redujo las áreas de lesiones 
neoplásicas en los pulmones 148. Además, la ablación genética de ICMT en líneas 
celulares de cáncer de mama que albergan RAS mutante, redujo la formación de 
tumores en un modelo de xenotransplante 149. En contraste, la deleción de ICMT en 
las células progenitoras pancreáticas aumentó el número de neoplasias 
intraepiteliales y promovió la progresión a adenocarcinoma ductal pancreático 150. 
Estas evidencias indican que una caracterización más profunda es necesaria para 
comprender el papel de ICMT en tumorigénesis. Algunos miembros de la familia de 
las RHO GTPasas también son modificados por ICMT 151, lo que sugiere otras 
conexiones con mecanismos oncogénicos. Un gran número de evidencias apoya la 
idea de que las RHO GTPasas desempeñan un papel relevante en el cáncer; sin 




interacción con un gran repertorio de reguladores y por la intercomunicación con 
otras vías de señalización 152. Inicialmente se propuso que las RHO GTPasas 
desempeñan un papel pro-neoplásico basándose en evidencias de estudios in vitro 
sobre los miembros de la familia más estudiados, RHOA, RAC1 y CDC42. Sin 
embargo, este concepto ha sido desafiado por datos recientes de modelos in vivo y 
tumores humanos 153. Los efectos de los miembros de la familia de las RHO 
GTPasas sobre la remodelación del citoesqueleto de actina y la motilidad celular 
sugieren que su desregulación puede afectar la invasividad y la metástasis 154. De 
acuerdo con esta idea, la inhibición de ICMT redujo la migración y la invasión en 
células MDA-MB-231 in vitro 155, junto con una disminución de la actividad de RHOA 
y RAC1. Del mismo modo, se observó una disminución en la migración e invasión in 
vivo en las células de fibrosarcoma HT-1080 tras la inhibición de ICMT 156, lo cual se 
asoció a la alteración de la actividad de RAB4A. No obstante, la acción de ICMT en 
sustratos específicos puede tener diferentes consecuencias en la localización 
subcelular y/o los niveles de expresión. Por ejemplo, se ha informado que la 
inhibición de ICMT redujo el tiempo de vida media de RHOA pero mejoró la 
estabilidad de algunos miembros de la familia de RAS 157. La ausencia de ICMT 
produjo diferentes efectos en la localización de los miembros de la familia de RAS y 
RHO 127, y ejerció efectos opuestos en la localización y actividad de RALA y RALB 
158
. En conjunto, las evidencias sugieren un papel en la progresión tumoral para 
ICMT; sin embargo, las consecuencias de su desregulación parecen depender del 
tipo celular y del contexto. 
 
1.15. Inhibidores de ICMT 
La inhibición de la FTasa se propuso como una estrategia terapéutica en el cáncer; 
sin embargo, las moléculas probadas en ensayos clínicos mostraron una respuesta 
limitada. Una posible explicación de este desempeño decepcionante puede ser la 
prenilación alternativa por la GGTasa-I. El procesamiento selectivo posterior a la 
prenilación ofrece la ventaja de que tanto RCE1 como ICMT pueden actuar sobre 
sustratos farnesilados o geranilgeranilados. Los estudios con inhibidores de RCE1 
mostraron resultados relativamente modestos y posibles efectos adversos que 
incluyen cardiomiopatía y retinopatía 142. En contraste, se han observado resultados 




experimentales. Por lo tanto, un conocimiento profundo de la alteración de la función 
de ICMT en tumores es necesario para explotar su potencial como blanco 
terapéutico. 
Las estrategias para la inhibición de ICMT pueden clasificarse en dos grupos. El 
primero se basa en el aumento de la concentración de S-adenosilhomocisteína 
(AdoHcy o SAH), que es el producto de la reacción de metilación en sí. SAH puede 
unirse a ICMT y funcionar como un inhibidor competitivo de retroalimentación 159. La 
reacción de metilación convierte la S-adenosilmetionina (AdoMet o SAM) en SAH. 
Sin embargo, la SAH puede convertirse en adenosina y homocisteína por la SAH 
hidrolasa y por lo tanto, su efectividad está estrechamente ligada al metabolismo 
celular (Figura 17). 
 
Figura 17: Carboximetilación mediada por ICMT. SAM es el dador de metilo en la reacción de 
metilación catalizada por ICMT. En la reacción de metilación, SAM libera un grupo metilo (CH3) y se 
convierte en SAH, e ICMT agrega el grupo metilo a la proteína CAAX isoprenilada. La SAH puede 
unirse y funcionar como un inhibidor competitivo de ICMT. La hidrolasa de la SAH convierte la SAH 
en adenosina y homocisteína mediante una reacción reversible. 
 
 
El metotrexato, un antifolato utilizado en el tratamiento del cáncer, inhibe la 
formación de dihidrofolato y tetrahidrofolato a partir de folato que resulta en la 
inhibición de síntesis de ADN 160. Se ha sugerido que un mecanismo adicional para 
el efecto antiproliferativo del metotrexato es la inhibición de la metilación catalizada 
por ICMT. El metotrexato aumenta los niveles de homocisteína y, por lo tanto, 
también los niveles de SAH, lo que resulta en la inhibición de la reacción de 
metilación catalizada por ICMT 161. Sin embargo, la reacción de metilación con SAM 
como dador de metilos y SAH como producto es general para todas las 




El segundo grupo se basa en el uso de análogos de los sustratos isoprenilcisteína, 
incluyendo el N-acetil-S-farnesil-L-cisteína (AFC) y N-acetil-S-geranilgeranil-L-
cisteína (AGGC). Tanto AFC como AGGC son sustratos para ICMT y, por lo tanto, 
actúan como inhibidores competitivos 117. Varios análogos de AFC y AGGC se han 
desarrollado y evaluado, pero muchos de ellos tienen efectos pleiotrópicos 162,163. 
Otro tipo de inhibidores de ICMT son moléculas pequeñas basadas en indol. El más 
potente y prometedor de este tipo de compuestos es Cysmethynil (2-[5-(3-
methylphenyl)-1- octyl-1H-indol-3-yl]acetamide) 164,165,el cual funciona como un 
inhibidor competitivo con respecto a la cisteína isoprenilada y un inhibidor no 
competitivo con respecto a SAM. Cysmethynil mostró actividad antitumoral y algunas 
evidencias lo señalan como un inhibidor selectivo de ICMT, ya que fibroblastos 
deficientes en ICMT, fueron insensibles al fármaco 165,166. El tratamiento de células 
tumorales con este compuesto produce una disminución de la carboximetilación y 
una localización errónea de RAS, y en consecuencia, una señalización alterada a 
través de la vía. El tratamiento con Cysmethynil bloquea el crecimiento 
independiente del anclaje en la línea celular DKOB8, derivada de cáncer de colon 
humano, y este efecto es revertido mediante la sobreexpresión de ICMT. A su vez, el 
tratamiento de células de cáncer de próstata PC3 con Cysmethynil afectó la 
progresión del ciclo celular e, inesperadamente, activó un proceso autofágico, 
promoviendo la muerte celular dependiente de la autofagia. Además, el tratamiento 
con Cysmethynil, redujo el crecimiento tumoral de xenotransplantes de la línea 





















2.1. Objetivo general 
Este trabajo de Tesis se propone caracterizar los mecanismos moleculares activados 
por p53 mutante involucrados en el desarrollo de fenotipos tumorales agresivos y 
metastásicos. 
 
2.2. Objetivos específicos 
2.2.1. Profundizar el estudio de la capacidad de p53 mutante de alterar la expresión 
génica en células tumorales. 
2.2.2. Analizar los mecanismos que regulan la transcripción de ICMT. 
2.2.3. Estudiar el efecto de ICMT sobre la agresividad tumoral.  
2.2.4. Evaluar la relevancia clínica de los niveles de ICMT en pacientes con cáncer 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. Plásmidos 
El ADN plasmídico fue preparado mediante el kit Wizard Genomic DNA Purification 
(Promega). Para la expresión transitoria de p53 wt y p53 mutante se emplearon los 
plásmidos: pCDNA3-p53168, pCDNA3-p53R280K, pCDNA3-p53R273H, pCDNA3-
p53R248W, pMSCV-p53R249S, pCDNA3-p53R175H106, pCDNA3-p53 L22Q/W23S 
∆C(aa 355-393) y pCDNA3-p53 L22Q/W23S ∆Pro(aa 64-93). Para la expresión de 
las isoformas de p63 con un etiqueta para Myc se utilizaron los siguientes plásmidos: 
pCDNA3-TAp63α, pCDNA3-TAp63β, pCDNA3-TAp63γ, pCDNA3-∆Np63α, pCDNA3-
∆Np63β, pCDNA3-∆Np63γ 169. La expresión transitoria de TAp73α con una etiqueta 
para HA se realizó con el plásmido pCDNA3-TAp73α 170. El plásmido para la 
expresión estable de ICMT fue construido utilizando el vector pLPC-GFP 168. La 
secuencia codificante de ICMT (906 pb) fue amplificada por PCR sobre ADNc de 
células H1299 usando los siguientes oligonucleótidos: ICMTuppLFw e ICMTpLRv 
(Tabla 3), y clonada entre los sitios HindIII y BamHI en pLPC-GFP. Para generar el 
reportero pICMTluc el fragmento comprendido entre el -2234 hasta el +37 respecto 
al sitio de inicio de la transcripción de ICMT fue amplificado por PCR a partir de ADN 
genómico de células MDA-MB-231 usando los siguientes oligonucleótidos: 
ICMP2Mfw e ICMP1rv (Tabla 3), y clonado entre los sitios MluI y XhoI en el vector 
pGL3-basic. Esta construcción fue utilizada como molde de PCR para generar una 
serie de reporteros delecionados en el extremo 5´, ICMTluc1000 (oligonucleótidos: 
ICMPMfw e ICMP1rv), ICMTluc500 (oligonucleótidos: ICMTQSacIfw e ICMP1rv), 
ICMTluc200 (oligonucleótidos: ICMTP200SacIfw e ICMP1rv), ICMTluc50 
(oligonucleótidos: ICMTP50SacIfw e ICMP1rv) (Tabla 3). Cada deleción fue ligada 
entre los sitios MluI o SacI/HindIII de PGL3-basic. Para generar el reportero pGL3P-
ICMTluc200-50 el fragmento comprendido entre el -209 hasta el -14 respecto al sitio 
de inicio de la transcripción de ICMT fue amplificado por PCR utilizando como molde 
el plásmido pICMTluc (oligonucleótidos: ICMTP200KpnIfw e ICMTP50upSacIrv) 
(Tabla 3) y clonado entre los sitios SacI y HindIII en el vector pGL3-promoter. 
pICMTluc∆(-209-14) se generó mediante PCR de extensión por solapamiento 
utilizando los siguientes pares de cebadores: ICMP2Mfw/ICMTP∆rv (fragmento en 
sentido ascendente) e ICMTP∆fw/ICMP1rv (fragmento en sentido descendente). Los 
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fragmentos anilados se utilizaron como molde para amplificar un fragmento de 2076 
pb con ICMP2Mfw e ICMP1rv, que se clonó en pGL3-basic (Tabla 3). 
 
Nombre Secuencia 









ICMTP50upSacIrv  AAAGAGCTCCCGGCCCGGGAAGGGCAG 
ICMTP∆fw GCGGGCGGCATCGGCGGCACAG 
ICMTP∆rv CGCCGATGCCGCCCGCGTCTG 
Tabla 3: Secuencias de oligonucleótidos utilizados en reacciones de PCR para generar las 
construcciones de interés.  
 
3.2. Electroforesis en gel de agarosa 
Para la separación de las moléculas de ácidos nucléicos se empleó la técnica de 
electroforesis en gel de agarosa mediante el sistema tipo submarino 171. El gel se 
preparó conteniendo el colorante Gel Green (BIOTIUM). La corrida se llevó a cabo 
utilizando una intensidad de corriente de 40-60 mA. Como marcador de peso 
molecular se utilizó ADN del fago λ (Promega), digerido con las enzimas de 
restricción HindIII y EcoRI. Para la separación de moléculas de ADN, se utilizó 
agarosa en un rango de concentración entre 0,8-2 % p/v disuelta en solución TAE 
(Tris-acetato 40 mM; EDTA 1 mM; pH 8) y la corrida se llevó a cabo en solución 
TAE. Para la siembra, las muestras fueron mezcladas en una proporción 9:1 con 
solución de siembra (Azul de Bromofenol 0,25 % p/v; Xilene cyanol 0,25 % p/v; 
Glicerol 30 % v/v; Tris-HCl 1 M pH 8). Finalmente la observación de las bandas 
correspondientes a los distintos fragmentos se hizo por fluorescencia en un 
transiluminador de luz ultravioleta (Darker Reader, potencia 48 W). 
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3.3. Purificación de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa 
Para aislar fragmentos de ADN para su posterior clonado, las muestras de ADN se 
separaron por electroforesis en geles de agarosa como se describió anteriormente. 
La zona del gel conteniendo el fragmento de interés se extrajo por corte con bisturí 
estéril y el ADN se purificó siguiendo las recomendaciones del proveedor del kit 
comercial “Qiaex II Gel Extraction Kit” (QIAGEN). Dicho kit provee una suspensión 
de partículas de sílica a la cual se unen los fragmentos de ADN en presencia de 
sales caotrópicas, luego las partículas son recolectadas por centrifugación, lavadas y 
finalmente es posible eluir el ADN con solución tampón o agua a pH controlado. 
 
3.4. Digestión de ADN con endonucleasas de restricción 
Las reacciones se llevaron a cabo considerando la solución tampón de reacción, el 
tiempo y la temperatura propuestos por el proveedor de las respectivas enzimas 
(Fermentas, Invitrogen, y Promega). Se utilizó una cantidad de ADN de entre 1 y 2 
µg, una concentración final de albúmina sérica bovina de 0,1µg/µl y entre 1 y 2 
unidades de las enzimas correspondientes en un volumen final de 20 µl. Los 
resultados de los cortes se verificaron mediante electroforesis de los productos 
obtenidos en geles de agarosa, estimando el tamaño de los fragmentos generados 
por comparación con marcadores de peso molecular adecuados. 
 
3.5. Reacciones de ligación de ADN 
Luego de digerir los plásmidos y fragmentos de ADN con las enzimas 
correspondientes, se sembraron en un gel de agarosa y las bandas fueron 
purificadas. Posteriormente se estimaron las cantidades relativas de plásmido e 
inserto analizando mediante electroforesis en gel de agarosa alícuotas de ambas 
nuestras, con el objeto de determinar el volumen a utilizar, de modo que la relación 
de moléculas fragmento/plásmido sea 5:1. En las reacciones se utilizó 1 U de T4 
ADN ligasa (Promega), buffer ligasa (Promega), 2,5 mM ATP y H2O c.s.p 20µl. Las 
mezclas se incubaron durante toda la noche a 4 ºC.  
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3.6. Cepas bacterianas 
Se utilizó la cepa de Escherichia coli DH5α (F-supE44 ∆lacV169 (φ80 lacZ ∆M15) 
hsdR17 (rk-mk-) recA1 endA1 gyrA69 thi1 relA1 deoR∆(lacZYA-argF) U169 λ-) para 
realizar las distintas transformaciones de plásmidos y mezclas de ligación. 
 
3.7. Cultivos de E. coli DH5α 
Se empleó el medio de cultivo líquido LB (peptona de caseína 10 g; NaCl 10 g; 
extracto de levadura 5 g; agua destilada c.s.p. 1 l) y el medio de cultivo sólido LB-
agar (Bacto-Agar 15 g y LB c.s.p. 1 l). Las células se cultivaron a 37 ºC, y con 
agitación constante en el caso de cultivos líquidos. Como marcador de selección se 
utilizó el antibiótico Ampicilina en una concentración final de 0,1 mg/ml.  
 
3.8. Generación de células bacterianas competentes 
Se generó un pre-inóculo cultivando las bacterias durante 18 h hasta la fase 
estacionaria en medio LB. Luego, el cultivo se diluyó 1/100 en un volumen final de 
200 ml en el mismo medio y se incubó nuevamente hasta llegar a fase exponencial, 
evaluada por la medida de DO a 590 nm (0,4-0,5). Se dividió el cultivo en fracciones 
de 40 ml cada una, y se mantuvo en hielo durante 10 min. Luego, las células se 
cosecharon por centrifugación durante 10 min a 3000 rpm a 4 °C usando una 
centrifuga Eppendorf 5804 R. Posteriormente, se resuspendió el pellet en 40 ml de 
solución de cloruro de calcio fría (CaCl2 60 mM, glicerol 15 % v/v, Pipes 10 mM, pH 
7,0) y las células se centrifugaron durante 15 min a 3000 rpm a 4 °C. Se 
resuspendieron las células nuevamente en 40 ml de solución de cloruro de calcio fría 
y se incubó en hielo durante 10 min. Las células en estado de competencia se 
recuperaron por centrifugación. Finalmente, se resuspendió cada pellet en 1,6 ml de 
solución de cloruro de calcio fría y se fraccionó la suspensión. Las fracciones se 
almacenaron a -70 °C para su posterior uso. 
 
3.9. Transformación bacteriana 
Se mezclaron las células competentes con los ácidos nucléicos a transformar (50-
100 µl de células con 10-20 µl de mezcla de ligación o 30 µl de células con 2-4 µl de 
plásmido). Se mezcló cuidadosamente y se incubó 30 min en hielo. Luego, se 
sometieron las células a un shock térmico de 45 seg a 42 ºC y luego, por 10 min, se 
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volvió a incubar en hielo. A estas células se les agregó 1 ml de LB, y se las incubó a 
37 ºC durante 1 h. Se sembraron en placas de LB agar, suplementado con 0,1 mg/ml 
de Ampicilina. Las mismas se incubaron a 37 ºC durante la noche. 
 
3.10. Secuenciación de fragmentos de ADN 
Los fragmentos amplificados y clonados se enviaron al servicio de secuenciación 
enzimática de la Universidad de Maine, Orono, Estados Unidos. Una vez recibidos 
los archivos, las secuencias se analizaron in silico para establecer su identidad.  
 
3.11. Determinación de la concentración de ADN y ARN 
La concentración y pureza de las muestras de ADN y ARN se determinaron por 
medidas de Absorbancia a las longitudes de onda 260 nm, 280 nm y 230 nm 171. Las 
concentraciones se calcularon considerando que 1 unidad de Abs a 260 nm 
corresponde a 50 µg/ml de ADN de doble hebra y a 40 µg/ml de ARN. Por otra parte, 
las relaciones de Abs
 λ=260/Abs λ=280y Abs λ=260/Abs λ=230 se utilizaron como indicador 
de pureza de la muestra de ADN o ARN con respecto a contaminantes tales como 
proteínas, sales o solventes orgánicos.  
 
3.12. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
En cada reacción de amplificación con ADN polimerasa termoestable Taq 
(Invitrogen) se emplearon los cebadores en una concentración de 0,2 µM; dNTPs 
200-400 µM; MgCl2 1-3 mM; buffer 1X (Invitrogen) y Taq ADN polimerasa 2 U 
(Invitrogen). Para los casos en los cuales se utilizó la ADN polimerasa termoestable 
Pfx, se emplearon los cebadores en una concentración de 0,2µM; dNTPs 200-400 
µM; MgSO41 mM; buffer Pfx 1X (Invitrogen) y Pfx ADN polimerasa 2 U (Invitrogen). 
Las reacciones se realizaron en un volumen final de 25µl. Se utilizó un termociclador 
PERKIN ELMER modelo GeneAmp PCR System 2400 o termociclador Mastercycler 
personal, EPPENDORF. En todas las reacciones se incluyó un control negativo en el 
que no se adicionó molde. Para analizar por PCR colonias transformantes, cada clon 
se resuspendió de manera individual en la mezcla de reacción de PCR 
correspondiente y, a continuación, se procedió con el programa de PCR adecuado. 
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3.13. Obtención de ARN, retrotranscripción y PCR en tiempo real 
Para la obtención de ARN total se utilizó el reactivo Trizol (Invitrogen). El ARN fue 
purificado por extracción con cloroformo, seguida por precipitación con isopropanol. 
El ADN genómico contaminante fue eliminado por tratamiento con DNase I (Thermo 
Fisher Scientific). La integridad del ARN se analizó por electroforesis en gel de 
agarosa y su concentración se determinó espectrofotométricamente. El ARN total 
obtenido fue retrotranscripto usando cebadores oligodTV(16) y la transcriptasa 
reversa M-MLV (Promega), en presencia de inhibidor de ARNasa (RNaseOUT, 
Thermo Fisher Scientific), y se siguieron las indicaciones del proveedor. Para 
analizar cambios en la expresión de los genes en estudio, se realizó una PCR en 
tiempo real por triplicado utilizando como molde el ADNc generado, empleando el 
reactivo Mezcla Real 2X (Biodynamics). Los cebadores (Eurofins Genomics o 
GenBiotech) se utilizaron a una concentración final de 1 µM en un volumen final de 
14 µl, de acuerdo con las siguientes condiciones: 2 min a 95 ºC durante un ciclo; y 
30 s a 95 ºC, 20 s a 60 ºC, 30 s a 72 ºC durante 40 ciclos. Las reacciones se llevaron 
a cabo en un termociclador Mastercycler ep gradient Realplex2 (Eppendorf). La 
cuantificación relativa de las cantidades de ARNm para cada gen en las distintas 
muestras se llevó a cabo a través del método 2-∆∆Ct, utilizando GAPDH o los input 
como estándares internos. Se usaron los siguientes cebadores de PCR en tiempo 
real: ICMTqPfw, ICMTqPrv, GAPDHfw, GAPDHrv, ICMTPrtfw-ChIP, ICMTPrtrv-ChIP, 





GAPDHfw  TCTCTGCTCCTCCTGTTC 
GAPDHrv GCCCAATACGACCAAATCC 
ICMTPrtfw-ChIP CGAGAACTGGCAGGCGGC 
ICMTPrtrv-ChIP  TGTAGCCCGGAGAAACGC 
ICMTPrtfw-ChIPup  CTCGCTGACCCACCACTTG 
ICMTPrtrv-ChIPup AAACGCCAAGCCCTCACTC  
Tabla 4: Secuencias de oligonucleótidos utilizados en reacciones de qPCR. 
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3.14. Cultivo de líneas celulares y reactivos 
Las líneas celulares MDA-MB-231 (ATCC,  American Type Cell Collection Nº: HTB-
26), MDA-MB-468 (ATCC,  American Type Cell Collection Nº: HTB-132) y MCF-7 
(ATCC,  American Type Cell Collection Nº: HTB-22) derivadas de adenocarcinoma 
mamario humano, la línea celular HepG2 (ATCC,  American Type Cell Collection Nº: 
HB-8065) derivada de carcinoma hepatocelular humano, las líneas celulares HT29 
(ATCC,  American Type Cell Collection Nº: HTB-38), HCT116 p53+/+ y su contraparte 
p53-/- derivadas de adenocarcinoma colorectal humano y las líneas celulares HEK-
293, derivada de riñón embrionario humano normal, y HEK-293-GP fueron cultivadas 
en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado con 10% de 
suero fetal bovino (SFB, Natocor) y una mezcla de los antibióticos penicilina (100 
U/ml) y estreptomicina (100 µg/ml). La línea celular H1299 (ATCC,  American Type 
Cell Collection Nº: CRL-5803) derivada de un carcinoma pulmonar no microcítico 
humano y la línea celular MDCK (ATCC,  American Type Cell Collection Nº: CCL-34) 
derivada de riñón normal de Canis familiaris; fueron cultivadas en medio RPMI 
suplementado con 10% de SFB y una mezcla de los antibióticos penicilina (100 
U/ml) y estreptomicina (100 µg/ml). Las líneas celulares se incubaron a 37ºC en una 
atmósfera de aire húmedo con 5% de CO2. Se controlaron periódicamente mediante 
tinción con DAPI (4′,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride, Sigma) y PCR para 
evitar la infección por micoplasma. El Polybrene (Sigma) fue disuelto en agua a una 
concentración de 8 mg/ml, filtrado, alicuotado y conservado en alícuotas a -20°C. El 
Cysmethynil (Cayman Chemical) fue disuelto en DMSO a una concentración de 13 
mM, alicuotado y conservado a -80°C. Alícuotas de uso se conservaron a -20°C. La 
Doxorrubicina (Delta Farma) fue disuelta en agua estéril a una concentración de 370 
µM, alicuotada y conservada a -20 ºC para su posterior uso. Nutlin-3 (Sigma) fue 
disuelta en DMSO a una concentración de 20 mg/ml, alicuotada y conservada a -20 
ºC para su posterior uso. La puromicina (Sigma) fue disuelta en agua estéril a una 
concentración de 2 mg/ml, alicuotada y conservada a -20ºC para su posterior uso. El 
U0126 (Sigma) fue disuelto en DMSO a una concentración de 10 mg/ml, alicuotado y 
conservado a -80°C. Alícuotas de uso se conservaron a -20°C. 
 
3.15. Transfección 
Para los experimentos de transfección en células se utilizó el reactivo Lipofectamina 
3000 o Lipofectamina 2000 (Invitrogen), siguiendo el protocolo recomendado por el 
Materiales y Métodos 
55 
 
proveedor. Brevemente, las células se plaquearon el día previo a la transfección. 
Antes de la transfección, se reemplazó el medio por medio fresco. Para cada 
condición se diluyeron los plásmidos o los ARNi, y en paralelo la Lipofectamina en 
un volumen equivalente de Opti-MEM (Invitrogen). Ambas diluciones se mezclaron y 
se incubaron 20 min a temperatura ambiente. Las mezclas Lipofectamina-ADN o 
Lipofectamina-ARN se adicionaron a las placas y se homogeneizó suavemente. Tras 
16 h de incubación, se renovó el medio por medio fresco. 
 
3.16. Silenciamiento transitorio y estable 
El silenciamiento transitorio en células MDA-MB-231, MDA-MB-468, HT29 y HEK293 
mediante ARNi específicos se realizó por transfección con Lipofectamina 2000 o 
Lipofectamina 3000 (Invitrogen). Se usaron las siguientes secuencias de ARNi: sip53 
(GACUCCAGUGGUAAUCUAC, QIAGEN) 106, siICMT (SMART poolM-005209-01-
0005, Dharmacon) y siLacZ (GUGACCAGCGAAUACCUGU, QIAGEN) como control. 
El silenciamiento estable en células MDA-MB-231 se realizó por transducción con 
partículas retrovirales. Fueron usados los siguientes ARNsh 106: shp53 
(GACUCCAGUGGUAAUCUAC), shp53 3’ UTR (GGUGAACCUUAGUACCUAA) y 
shLacZ (GUGACCAGCGAAUACCUGU). Las secuencias de los ARNsh 
mencionadas están clonadas en el plásmido pRS, el cual permite la inserción 
estable en el genoma celular del ARNsh junto con una resistencia a puromicina 
como marcador de selección. 
 
3.17. Generación de líneas celulares estables 
Para la generación de líneas estables, células HEK293-GP fueron transfectadas por 
el método de fosfato de calcio. Brevemente, el día anterior a la transfección se 
colocaron 1x106 células en placas de 6 cm de diámetro. Previo a la transfección se 
reemplazó el medio de las células por medio fresco. Para cada muestra se preparó 
una suspensión de partículas de ADN-Ca3(PO4)2 como sigue: 250 µL de una 
solución de CaCl2 250 mM conteniendo los plásmidos a transfectar se mezcló por 
goteo en 250 µL de solución HBS 2X (Hepes 50mM pH 7, NaCl 280mM, Na2HPO4 
1,5mM), y dicha mezcla se incubó 30 min a temperatura ambiente. Se utilizaron 4 µg 
de plásmidos retrovirales de la serie pLPC-GFP o pRS que permiten la inserción 
estable en el genoma celular de un cassette para la expresión de un gen o de un 
ARNsh de interés junto con una resistencia a puromicina como marcador de 
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selección, así como 4 µg de plásmido pM2ENV que codifica para las proteínas de la 
cápside viral. Luego de 6-8 h post-transfección se cambió el medio por medio fresco. 
Tras 48 h, el medio conteniendo las partículas retrovirales fue filtrado, suplementado 
con 10% SFB y 4 µg/ml de Polybrene (Sigma), y adicionado a las células de interés. 
Dicho medio fue reemplazado por medio fresco 24 h post-infección y, tras 24 h de 
incubación adicionales, las células infectadas fueron seleccionadas con 2 µg/ml de 
puromicina (Sigma) por aproximadamente una semana o hasta el siguiente pasaje 
celular. 
 
3.18. Obtención de extractos proteicos a partir de células en cultivo 
En primer lugar, se removió el medio a las placas y se las lavó dos veces con PBS 
(NaCl 0,135 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 8,1 mM; KH2PO4 1,5 mM y pH 7,4), luego 
las células fueron lisadas en solución tampón de lisis fría (Tris-HCl 20 Mm pH 8, 
EDTA 1mM, NaCl 120 mM, NP40 0,5 % v/v, PMSF 1mM), suplementado con cocktail 
inhibidor de proteasas (Sigma), e inhibidores de fosfatasas (NaF y ortovanadato de 
sodio 1mM) y se recolectaron en frío con ayuda de una espátula. A continuación se 
transfirió la suspensión celular a tubos eppendorf de 1,5 ml. Se incubaron 15 min en 
hielo para completar la lisis y luego se centrifugó 15 min a 14000 rpm a 4 ºC para 
separar el debris celular. Se recolectaron alícuotas de 10 µl para cuantificar 
proteínas. Las muestras se conservaron a -70 °C. 
 
3.19. Cuantificación de proteínas totales 
Se utilizó el kit “Pierce BCA Protein Assay” de Thermo Scientific, el cual mide 
concentración total de proteínas comparada con una proteína estándar, albúmina 
sérica bovina; este ensayo combina la conocida reducción de Cu2+ a Cu1+ por las 
amidas de las proteínas en un medio alcalino (reacción de Biuret) con la alta 
sensibilidad y selectividad de la detección del complejo Cu1+/Ácido bicinconínico, el 
cual es soluble en agua y exhibe una fuerte y lineal absorbancia a 562 nm. 
 
3.20. Western Blot 
Los extractos proteicos fueron diluidos en solución tampón de siembra (Tris pH 6,8 
250 mM; β-mercaptoetanol 700 mM; SDS 5% p/v; glicerol 25% v/v; azul de 
bromofenol 0,1% p/v) para realizar una electroforesis en gel de poliacrilamida en 
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condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Los geles de separación se utilizaron al 
10 o al 15% (acrilamida: bis-acrilamida (29:1) 10 o 15% p/v, Tris-HCl 0,375 M pH 8,8; 
SDS 0,1% p/v) y los de concentración al 5% (acrilamida:bis-acrilamida (29:1) 5% p/v, 
Tris-HCl 0,126 M pH 6,8; SDS 0,1% p/v). Luego del SDS-PAGE, las proteínas fueron 
electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa (Amersham Biosciences) en 
solución de transferencia (Tris-HCl 48 mM; Glicina 39 mM; SDS 0,03 % p/v; Metanol 
20 % v/v, pH 8,3). Seguidamente, las membranas fueron bloqueadas por incubación 
en solución de bloqueo (leche descremada en polvo al 5% p/v y Tween-20 0,1% v/v 
en PBS o albúmina sérica bovina al 5% p/v y Tween-20 0,1% v/v en TBS (50 mM 
Tris-Cl, pH 7.5. 150 mM NaCl) en los experimentos donde utilizamos anticuerpos 
primarios que reconocen proteínas fosforiladas) por 1 h con agitación orbital a 
temperatura ambiente. Las membranas se incubaron con diluciones de los 
anticuerpos primarios en la solución de bloqueo correspondiente: 1/8000 anti-p53 
monoclonal (Santa cruz, DO-1); 1/500 anti-ICMT policlonal (Proteintech, 51001-2-
AP); 1/10000 anti-actina policlonal (Sigma); 1/1000 anti-GAPDH monoclonal (Santa 
cruz, G-9); 1/3000 anti-GFP policlonal (Abcam, Ab 290); 1/4000 anti-c-Myc 
monoclonal (Sigma, Clone 9E10); 1/1000 anti-HA monoclonal (Santa Cruz 
Biotechnology, F-7); anti-ERK monoclonal (Santa Cruz Biotechnology, C-9) y anti-p-
ERK policlonal (Cell Signaling, 91015), con agitación suave toda la noche a 4°C, y 
con una dilución de anticuerpo secundario anti-IgG de ratón o conejo conjugado a 
peroxidasa de rabanito (Jackson, 1:10000) en solución de bloqueo durante 1 h a 
temperatura ambiente. Las membranas se revelaron utilizando el kit para 
quimioluminiscencia “ECL Plus” (GE Healthcare) o “SuperSignal West Pico 
Chemiluminescent” (Thermo Scientific), siguiendo las recomendaciones del 
proveedor, y se expusieron sobre placas radiográficas de alta sensibilidad 
(Amersham Biosciences). Para la estabilización de p53 wt, se trataron células MCF-7 
o HCT116 p53+/+ con 10 µM de Nutlin-3 (Sigma) durante 48 h y posteriormente se 
prepararon los extractos proteicos. 
 
3.21. Ensayos de luciferasa 
Las células H1299 o HCT116 transfectadas con los plásmidos de interés fueron 
lisadas por agregado de 100 µl de Passive Lysis Buffer (Promega) previamente 
diluido. Se realizó una centrifugación suave para separar el debris celular. La 
actividad luciferasa se midió utilizando el kit comercial Luciferase Assay System 
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(Promega), según el protocolo recomendado por el proveedor, en un lector de 
microplacas multimodo (Synergy 2, BioTek). Como control de transfección se utilizó 
el vector pCMV-βgal que permite la expresión de la enzima β-galactosidasa. Los 
datos obtenidos de actividad luciferasa fueron normalizados respecto a la actividad 
β-galactosidasa. Cuando se indica, las células HCT116 se trataron con 
Doxorrubicina 0,5 µM (Delta Farma) durante 16 h. 
 
3.22. Inmunoprecipitación de la cromatina 
Células H1299 fueron plaqueadas y posteriormente co-transfectadas con el plásmido 
pICMTluc y con un plásmido que permite la expresión de p53 wt (pCDNA3-p53wt), 
p53 mutante (pCDNA3-p53R280K) o con pCDNA3 como control, utilizando el 
reactivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen), siguiendo el protocolo recomendado por el 
proveedor. Células HCT116 p53+/+ fueron plaqueadas y posteriormente tratadas con 
Doxorrubicina 0,5 µM para inducir la expresión de p53 wt. Células HEK-293 fueron 
plaqueadas el día previo al inicio del protocolo de chIP y no recibieron ningún 
tratamiento, ya que los niveles basales de expresión de p53 wt son relativamente 
elevados. En los 3 casos, a continuación, las células fueron cross-linked en medio 
de cultivo con 1% p-formaldehído (PFA) por 10 min, luego el p-formaldehído fue 
neutralizado usando 125 mM de glicina en PBS. Los núcleos celulares fueron 
obtenidos lisando las células en una solución tampón hipotónica (5 mM Pipes pH 
6.8, 85 mM KCl, 0.5 % NP-40 e inhibidores de proteasas) y posterior centrifugación. 
El pellet de núcleos fue resuspendido en RIPA 100mM buffer (20 mM Tris-HCl pH 
7.5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40, 0.5% Na-Deoxycholate, 0.1% SDS, 
suplementado con inhibidores de proteasas). La cromatina fue sonicada a 
fragmentos promedio de 500-800 pb y purificada por 1 h a 4ºC con proteína A-
Sepharose (GEHealthcare), previamente bloqueada con ADN de esperma de 
salmón (Sigma). La proteína A-Sepharose fue removida por centrifugación y una 
alícuota del sobrenadante fue tomada como input. El resto de la cromatina fue 
inmunoprecipitada toda la noche a 4ºC con el anticuerpo anti-p53 DO1 (Santa Cruz), 
previamente unido a la proteína A-Sepharose, y en cada caso se realizó el control 
negativo correspondiente. Los complejos proteína-ADN fueron recuperados unidos a 
la proteína A-Sepharose y lavados secuencialmente con buffer RIPA 100 mM, buffer 
RIPA 250 mM (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 250 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40, 
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0.5% Na-Deoxycholate y 0.1% SDS), solución de LiCl (10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM 
EDTA, 250 mM LiCl, 0.5% NP-40 y 0.5% Na- Deoxycholate) y TE (10 mM Tris pH 8, 
1 mM EDTA). El tratamiento con ARNasa fue realizado en TE por 30 min a 37ºC y 
para revertir el cross-linking las muestras fueron tratadas toda la noche a 68ºC 
agregando igual volumen de proteinase K solution (200 mM NaCl, 1% SDS y 0.3 
mg/ml proteinase K). En paralelo, los inputs fueron tratados de igual manera. 
Después de la extracción fenol-cloroformo y la precipitación con etanol, las muestras 
fueron resuspendidas en agua. El ADN co-inmunoprecipitado fue analizado por PCR 
y/o por qPCR (oligonucleótidos: ICMTPrtfw-ChIP, ICMTPrtrv-ChIP, ICMTPrtfw-
ChIPup e ICMTPrtrv-ChIPup (Tabla 4)). El enriquecimiento de p53 wt o p53R280K 
en el promotor de ICMT fue calculado como el porcentaje de la cromatina 
inmunoprecipitada respecto al input usando el método 2-∆∆Ct. 
 
3.23. Proliferación 
Las células H1299 o MDA-MB-231 que expresaban de forma estable ICMT-GFP o 
GFP como control, fueron plaquedas y cultivadas durante 4 u 8 días. El número de 
células cada día fue determinado mediante tripsinización y conteo en cámara de 
Neubauer y/o mediante ensayo de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio, Sigma).  
 
3.24. Ensayo de MTT 
La viabilidad celular se evaluó mediante el ensayo colorimétrico de MTT, basado en 
la reducción metabólica de este compuesto por la enzima succinato deshidrogenasa 
mitocondrial en las células viables para producir la sal insoluble formazán, lo cual se 
evidencia a través de un cambio en su coloración. Las células fueron plaqueadas en 
placas de 96 pocillos y cultivadas toda la noche. Al día siguiente, se cambió el medio 
por medio conteniendo las condiciones a analizar. Luego del tratamiento por los 
periodos indicados, se aspiró el medio y se agregó una solución de 500 µg/ml de 
MTT (solución madre 5 mg/ml en agua) en medio de cultivo. Tras incubar 4 h, los 
cristales de formazán formados se disolvieron en DMSO y se leyó la absorbancia a 
570 nm en lector de microplacas (Synergy 2, BioTek). 
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3.25. Ensayo de formación de colonias 
Las células fueron plaquedas en baja densidad (1800 células/placa) y se permitió la 
formación de colonias por incubación durante 15 días, con cambio del medio de 
cultivo dos veces por semana. Con el fin de evaluar el efecto del inhibidor de ICMT 
Cysmethynil (Cayman Chemical), las células H1299 o MDA-MB-468 se plaquearon a 
baja densidad en placas de 6 cm y se trataron con 30 µM de Cysmethynil o DMSO 
como control. Para los tratamientos, se diluyó una solución stock en DMSO de 
Cysmethynil 13 mM en medio de cultivo y se usó la dilución correspondiente de 
DMSO como control. El medio que contiene Cysmethynil o DMSO se reemplazó dos 
veces por semana. Seguidamente, las colonias formadas fueron fijadas con PFA 
4%, teñidas con Giemsa y contadas. 
 
3.26. Ensayo de cierre de la herida 
Las células H1299 y MDA-MB-468 se plaquearon a alta densidad (1x106 
células/placa 3,5 cm). Al día siguiente se trataron con Cysmethynil 30 µM o DMSO 
como control y se realizó una estría. Tras 24 h se midió el cierre de la herida 
mediante microscopía invertida. 
 
3.27. Ensayo de migración en transwell 
Las células MDA-MB-468 se plaquearon en medio sin SFB con Cysmethynil 30 µM o 
DMSO como control, sobre insertos (Corning). En la parte inferior del inserto se 
colocó medio completo con Cysmethynil 30 µM o DMSO como control. Tras incubar 
por 24 h, las células en la cara superior del inserto fueron eliminadas 
mecánicamente y aquéllas en la cara inferior fueron fijadas con PFA 4% p/v y 
teñidas con Hoechst. A continuación, las células fluorescentes fueron observadas 
por microscopía de fluorescencia y el número de células fluorescentes se determinó 
empleando el software ImageJ FIJI. 
 
3.28. Formación de quistes de células MDCK en cultivos 3D 
Las células MDCK se sembraron como suspensión de células individuales (8x104 
células/ml) sobre cubreobjetos recubiertos con Matrigel (BD Biosciences). Después 
de 2 o 3 días, una vez formados los quistes, se lavaron con PBS y se fijaron (PFA al 
4%, 30 min a temperatura ambiente o metanol, 7 min, -20°C). Las células se 
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pretrataron con 0,5% de Triton X-100 / PBS (10 min, 4°C) y luego se permeabilizaron 
y bloquearon con albúmina sérica bovina al 1% / Triton X100 al 0,2% / Tween/PBS al 
0,05% durante 30 min a temperatura ambiente. La incubación con el anticuerpo anti-
GM130 (Abcam, EP892Y) se realizó en solución de bloqueo durante un mínimo de 2 
h a temperatura ambiente. Los núcleos fueron teñidos con DAPI. Las imágenes se 
obtuvieron por microscopía confocal. 
 
3.29. Ensayo de tumorigenicidad in vivo 
Ratones hembra nude fueron obtenidos de la Facultad de Ciencias Veterinarias - 
UNLP y todos los experimentos fueron llevados a cabo de acuerdo con las 
regulaciones de la Comisión de Bioética para el Manejo y Uso de Animales de 
Laboratorio de la Facultad de Ciencias Bioquímicas y Farmacéuticas. Los animales 
fueron alimentados con alimento comercial y agua a voluntad y mantenidos a 22°C 
en un ciclo luz/oscuridad de 12 h. Un total de 19 ratones fue dividido en dos grupos 
de 9 y 10 ratones, los cuales fueron inyectados con células H1299 estables 
infectadas con pLPC-GFP (control) o pLPC-ICMTGFP respectivamente. 1x106 
células fueron lavadas con PBS y diluidas en matrigel (1:1) y 50 µl de esta mezcla 
fueron inyectados de manera subcutánea en el área abdominal 172. Una vez que los 
tumores fueron palpables, se midieron los diámetros tumorales mayor (DM) y menor 
(Dm) dos veces por semana empleando un calibre vernier. Los volúmenes tumorales 
fueron calculados mediante la siguiente fórmula: 
 
Al cabo de 64 días los ratones fueron sacrificados por dislocación cervical y las 
autopsias fueron llevadas a cabo. Los tumores primarios de cada ratón fueron 
aislados para inmunohistoquímica. Por otra parte, ratones hembra BALB/c fueron 
obtenidos del Centro de Medicina Comparada, ICIVET, Universidad Nacional del 
Litoral. Los animales fueron alimentados con alimento comercial y agua a voluntad y 
mantenidos a 22°C en un ciclo luz/oscuridad de 12 h. Los ratones fueron divididos al 
azar en dos grupos de 10 animales cada uno e inyectados con una suspensión de 
1x106 células 4T1-ICMTGFP o 4T1-GFP como control en PBS. La inyección se 
aplicó de manera subcutánea en la glándula mamaria abdominal. Los volúmenes 
tumorales fueron calculados como se describió previamente. Los ratones fueron 
sacrificados por dislocación cervical y fueron sometidos a un proceso de autopsia a 
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fin de analizar y conservar los tumores, ganglios, bazo, hígado y pulmones. Para 
evidenciar la metástasis pulmonar, los pulmones fueron teñidos por perfusión con 
tinta china y posterior decoloración con solución Fekete (55% etanol, 3% 
formaldehído y 4% ácido acético). 
 
3.30. Técnica de inmunohistoquímica 
Los tumores generados en los ratones se extrajeron, se fijaron en PFA al 4%, se 
incrustaron en parafina, se cortaron en secciones de 5 a 6 µm de espesor y se 
tiñeron con hematoxilina-eosina. Para la tinción inmunohistoquímica, los cortes 
fueron sometidos a un protocolo de desparafinización con xileno y posterior 
rehidratación. Posteriormente se bloquearon y se incubaron con anticuerpo 
policlonal de conejo contra Ki67 (Leica Biosystems, dilución 1:50). Después de la 
incubación durante la noche, los portaobjetos se enjuagaron con PBS, se incubaron 
durante 1 hora a temperatura ambiente con el kit Vectastain Elite ABC (Vector 
Laboratories), desarrollado con 3,3´-diaminobenzidina (Sigma) y contrateñidos con 
hematoxilina. 
 
3.31. Tinción de F-actina 
Las células H1299 se transfectaron con pLPC-GFP o pLPC-ICMTGFP y 16 h más 
tarde, se sembraron en cubreobjetos recubiertos previamente con Matrigel 1:100 
(Corning). Después de 24 h, las células se fijaron con PFA al 4% p/v, se 
permeabilizaron, se bloquearon con albúmina sérica bovina al 5% p/v y se tiñeron 
con faloidina conjugada con Alexa 594 (Life Technologies) para visualizar los 
filamentos de actina. En promedio, se tomaron 25 fotos por condición y el 
experimento se realizó tres veces. Las células redondeadas con señal fuerte de F-
actina en la proximidad de la membrana plasmática se contaron sobre las células 
totales. 
 
3.32. Búsqueda de sitios de unión a p53 in silico  
Con el fin de encontrar secuencias compatibles con p53RE en el promotor de ICMT 
utilizamos el software Regex 101, que permite la búsqueda de expresiones 
regulares. La secuencia correspondiente al consenso canónico de p53RE 53, 
PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy[X0-20]PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy (Pu:purina, Py: 
pirimidina, X: cualquier nucleótido (nt)) fue ingresada en el buscador como: 
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(?:a|g){3}c(?:a|t){2}g(?:t|c){3}(.{0,20})(?:a|g){3}c(?:a|t){2}g(?:t|c){3}. La secuencia 
compatible con el consenso modificado encontrado en genes reprimidos 65, 
PuPuXCXXGXPyX[X0-20]XPuXCXXGXPyPy fue ingresada en el buscador como: 
(?:a|g){2}.c..g.(?:t|c).(.{0,20}).(?:a|g).c..g.(?:t|c){2}. Donde (?:a|g) representa Pu, 
(?:t|c) representa Py, un punto representa cualquier nt, (?:a|t) le indica al programa 
que puede buscar a o t en esa posición, una única letra le indica al programa que 
solo ese nt puede ocupar esa posición, {2} y {3} son los cuantificadores, que le 
indican al programa cuantas veces se repite la secuencia que esta por delante y 
finalmente, (.{0,20}) representa la región espaciadora, la cual puede extenderse 
entre los cero y los 20 nt.  
 
3.33. Análisis de expresión génica en bases de datos de cáncer 
Cáncer de mama: partimos de una colección de 4,640 muestras de cáncer de mama 
registradas con grado histológico del tumor y resultado clínico. Todos los datos se 
midieron en matrices Affymetrix y se descargaron de NCBI Gene Expression 
Omnibus (GEO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) y EMBL-EBI Array Express 
(http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/). Antes del análisis, renombramos y 
reorganizamos todos los conjuntos de datos eliminando muestras duplicadas. Los 
conjuntos de datos se han modificado como se describe en 173. Adenocarcinoma de 
pulmón: datos normalizados RSEM nivel 3 (RNA-Seq by Expectation-Maximization), 
mutaciones de TP53 e información clínica para 516 muestras del conjunto de datos 
de adenocarcinoma de pulmón TCGA (LUAD) se descargaron del GDAC Firehose. 
MDA-MB-231: los datos de expresión génica sin procesar (archivos .CEL) para las 
células MDA-MB-231 depletadas de p53 y para el control, se descargaron de NCBI 
Gene Expression Omnibus GSE14491. Las señales se convirtieron en valores de 
expresión utilizando el robusto procedimiento de matrices múltiples RMA 174 del 
paquete afín Bioconductor. 
 
3.34. Valores de expresión media y cálculo de las firmas moleculares 
Se consideraron los valores de expresión media estandarizada para cada gen en las 
muestras de cada subgrupo (por ejemplo, firma p53 mutante o p53 wt; ICMT 
201609_x_at probe set). El valor combinado de expresión para cada firma se obtuvo 
agrupando los valores de expresión estandarizados en una única expresión para 
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generar una puntuación con promedio cero 94, proporcionando por lo tanto gráficos 
con datos adimensionales. 
 
3.35. Análisis de la evolución clínica en bases de datos de cáncer 
Para identificar dos grupos de tumores con ICMT alto o bajo, utilizamos el 
clasificador descrito en 85. Los tumores se clasificaron como ICMT "bajo" si la 
puntuación combinada fue negativa y como ICMT "alto" si la puntuación combinada 
fue positiva. Esta clasificación se aplicó a los valores de expresión del metadataset. 
Para evaluar el valor pronóstico de ICMT, estimamos, utilizando el método de 
Kaplan-Meier, las probabilidades de que los pacientes permanecieran libres de 
metástasis. Para confirmar estos hallazgos, las curvas de Kaplan-Meier se 
compararon utilizando el análisis estadístico Log-rank (Mantel-Cox).  
 
3.36. Análisis estadístico 
Los resultados fueron analizados utilizando el test T-student o ANOVA seguido de 
Tukey-Kramer Multiple Comparison test. A menos que se indique lo contrario, los 
resultados se expresan como la media ± el error estándar de la media, de tres o más 
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RESULTADOS CAPÍTULO I:  
Rol de la familia de p53 en la expresión de ICMT 
 
4.1. La expresión de ICMT se encuentra regulada en forma opuesta por 
p53 wt y mutantes puntuales asociadas a tumores 
De acuerdo con resultados previos, se planteó como hipótesis inicial de trabajo que 
p53R280K podría regular positivamente la expresión de ICMT. Para probar esta 
hipótesis; se analizó el efecto del silenciamiento transitorio de p53R280K endógeno, 
en la línea celular MDA-MB-231 113, sobre los niveles de ARNm y proteína de ICMT. 
Luego de la transfección del ARNi contra p53 (sip53), se extrajo el ARN total, se 
retro-transcribió y se realizó qPCR en muestras de ADNc usando cebadores 
específicos para la región codificante de ICMT (ICMTqPfw e ICMTqPrv, Tabla 4). Se 
observó que el silenciamiento de p53 mutante endógeno redujo significativamente 
los niveles de ARNm de ICMT (Figura 18 a). Por otra parte, el análisis mediante 
Western Blot mostró que los niveles proteicos de ICMT también disminuyeron luego 
del silenciamiento de p53R280K en células MDA-MB-231 (Figura 18 a), apoyando la 




Figura 18: a) Niveles de ARNm de ICMT después del silenciamiento de p53R280K endógeno en 
células MDA-MB-231. Los niveles de ARNm de ICMT se determinaron mediante qRT-PCR, se 
normalizaron a los niveles de ARNm de GAPDH y se expresaron como veces de cambio en 
comparación con el control (Panel superior, n=3, One-tailed T-test, p = 0,0062). Panel inferior: niveles 
proteicos de ICMT y p53R280K determinados por Western Blot. b) La expresión de p53R280K 
endógena en células MDA-MB-231 se redujo de forma estable mediante transducción con partículas 
retrovirales que contienen ARNsh contra p53 o control (shp53, shp53 3´UTR o shLacZ). Los niveles 
de ARNm de ICMT se determinaron mediante qRT-PCR, (Panel superior, n=3, One way ANOVA, p = 
0,0041). Los niveles de ICMT y p53R280K se determinaron mediante Western Blot (Panel inferior). c) 
Niveles de expresión estandarizados de TP53 e ICMT (probeset 201609_x_at) en células MDA-MB-
231 control y luego del silenciamiento de p53R280K (datos provenientes de la base de datos Gene 
Expression Omnibus (GEO) GSE14491, 85).  
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Con el fin de descartar efectos inespecíficos asociados al ARNi, realizamos 
experimentos similares silenciando p53R280K en forma estable, utilizando dos 
ARNsh diferentes contra p53. Uno de ellos reconoce la misma secuencia que sip53. 
El otro, está dirigido a una secuencia diferente, presente en el 3’ UTR. En ambos 
casos, confirmamos la disminución en los niveles de ARNm y proteína de ICMT en 
comparación con las células transducidas con el ARNsh control. Creemos que estos 
resultados descartan fuertemente posibles efectos inespecíficos y refuerzan 
nuestros resultados anteriores (Figura 18 b). Sumado a esto, cuando analizamos un 
conjunto independiente de datos provenientes de la base de datos Gene Expression 
Omnibus (GEO), previamente publicados por otros autores 85, pudimos confirmar 
nuestras observaciones, ya que la expresión de ICMT se redujo significativamente 
en la misma línea celular cuando p53R280K fue silenciado (Figura 18 c). 
Con el objeto de determinar si la expresión de ICMT se ve afectada por otra mutante 
puntual de p53 realizamos experimentos similares en las líneas MDA-MB-468 
(adenocarcinoma mamario Triple Negativo) 175 y HT29 (adenocarcinoma colorectal) 
176
. Ambas líneas expresan en forma endógena p53R273H, una de las mutantes 




Figura 19: a) Niveles de ARNm de ICMT determinados mediante qRT-PCR después del 
silenciamiento de p53R273H endógeno en células MDA-MB-468 (n=3, One-tailed T-test, p = 0,048). 
Panel inferior: niveles proteicos de ICMT y p53R273H determinados por Western Blot. b) Niveles de 
ARNm de ICMT determinados mediante qRT-PCR después del silenciamiento de p53R273H 
endógeno en células HT29 (n=3, One-tailed T-test, p = 0,0151). Panel inferior: niveles proteicos de 
ICMT y p53R273H determinados por Western Blot.  
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En ambos casos se confirmó que el silenciamiento de p53R273H produjo una 
disminución significativa en los niveles de ARNm y proteína de ICMT. En base a los 
resultados obtenidos podemos concluir que la presencia de las mutantes estudiadas, 
p53R280K y p53R273H, favorece la expresión de ICMT. 
Teniendo en cuenta la estrecha interacción funcional entre las mutantes puntuales 
de p53 y la forma wt 177,94, decidimos ampliar nuestro análisis estudiando el efecto de 
p53 wt sobre la expresión de ICMT. En este caso, evaluamos en primer lugar el 
efecto del silenciamiento de p53 wt sobre los niveles proteicos de ICMT en la línea 
celular HEK-293, derivada de riñón embrionario humano (Figura 20 a). Encontramos 
que luego del silenciamiento, los niveles proteicos de ICMT aumentaron, lo cual 
indica que p53 wt regula negativamente a ICMT. Con el fin de entender si p53 wt 
puede afectar los niveles de ARNm de ICMT en estado estacionario, se 
transfectaron células H1299 con un plásmido que expresa p53 wt y se realizaron 
estudios de qRT-PCR. Dicha línea celular deriva de adenocarcinoma de pulmón y no 
expresa ninguna forma de p53 debido a una deleción en el locus correspondiente 
178
. Los resultados mostraron que la expresión de p53 wt reduce significativamente 
los niveles de ARNm de ICMT en comparación con las células control transfectadas 
con el vector vacío (Figura 20 b). Por el contrario, en experimentos similares, los 
niveles de ARNm de ICMT se incrementaron con la expresión de p53R280K, 
confirmando la regulación positiva por parte de p53 mutante. A su vez, el análisis 
mediante Western Blot demostró que, los niveles proteicos de ICMT en células 
H1299 disminuyeron debido a la expresión de p53 wt pero aumentaron en presencia 
de p53R280K (Figura 20 b). Siguiendo la misma metodología, confirmamos que los 
niveles proteicos de ICMT aumentaron tras la transfección de los mutantes 
p53R273H y p53R175H en células H1299 (Figura 20 c). Según la clasificación 
estructural, p53R273H es un mutante de contacto, mientras que p53R175H es un 
mutante estructural. Por lo tanto, nuestros resultados muestran que diferentes 
mutantes puntuales de p53 asociadas con el cáncer comparten la capacidad de 
regular de manera positiva la expresión de ICMT, y que este efecto no se limita 
solamente a los mutantes de contacto. A su vez, estos resultados, nos permitieron 










Figura 20: a) Niveles proteicos de ICMT y p53 después del silenciamiento de p53 wt endógeno en 
células HEK-293 determinados por Western Blot (Panel inferior) y cuantificados por densitometría 
(Panel superior, One-tailed T-test, p = 0,0201). b) Las células H1299 se transfectaron con plásmidos 
que expresan p53 wt, p53R280K o vector vacío (ctrl) como se indica, los niveles de mRNA de ICMT 
se determinaron mediante qRT-PCR, se normalizaron en relación con el ARNm de GAPDH y se 
expresaron como veces de cambio en comparación con las células control (n = 4, One-tailed T-test, p 
= 0,0147 y p = 0,0123 respectivamente). Niveles proteicos de ICMT y p53 determinados por Western 
Blot (Panel inferior). c) Niveles proteicos de ICMT y p53 determinados por Western Blot en células 
H1299 transfectadas con plásmidos que expresan p53R273H, p53R175H o vector vacío (control) 




Posteriormente, estudiamos el efecto de la estabilización de p53 wt endógena sobre 
los niveles de ICMT en la línea celular MCF-7 179, derivada de adenocarcinoma 
mamario. Las células se trataron con Nutlin-3, un inhibidor específico de la 
interacción entre p53 y la ubiquitina ligasa MDM2 180, el cual interfiere con la 
degradación de p53 wt por parte del proteosoma 26S. El análisis por Western Blot 
confirmó el aumento en los niveles de p53 wt luego del tratamiento, y en forma 
concomitante mostró una reducción en los niveles proteicos de ICMT. A su vez, se 
obtuvieron resultados similares cuando tratamos con Nutlin-3 células de la línea 
HCT116 p53+/+, derivadas de adenocarcinoma de colon (Figura 21 a). Por otra parte, 
utilizando la línea celular singénica HCT116 p53-/-, generada por deleción de ambos 
alelos de TP53 181, se evaluó el efecto de la reconstitución de la expresión de p53 wt 
sobre los niveles de ICMT. Se transfectaron las células HCT116 p53-/- con un 
plásmido que expresa p53 wt y se realizaron estudios de qRT-PCR y Western Blot. 
La reintroducción de p53 wt en este sistema, redujo significativamente los niveles de 
ARNm y proteína de ICMT (Figura 21 b). 
 
 





Figura 21: a) Células MCF-7 o HCT116 p53+/+ se trataron con Nutlin-3. Los niveles proteicos de ICMT 
y p53 se analizaron mediante Western Blot (Panel inferior) y se cuantificaron por densitometría (Panel 
superior, One-tailed T-test, p < 0,0001 y p = 0,0008 respectivamente). b) El efecto de p53 wt en los 
niveles de estado estacionario de ARNm de ICMT se determinó mediante qRT-PCR tras la 
transfección de células HCT116 p53-/- con un plásmido que expresa p53 wt o vector vacío como 
control (Panel superior; n=4, One-tailed T-test, p = 0,0218). Niveles proteicos de p53 wt e ICMT 
determinados por Western Blot. (Panel inferior).  
 
 
Con el fin de ampliar la caracterización de la regulación de la expresión de ICMT, se 
estudió el efecto del agente terapéutico Doxorrubicina, el cual se intercala en el ADN 
generando estrés genotóxico interfiriendo con la acción de la topoisomerasa II 182,183. 
El daño generado, activa una compleja respuesta que incluye la estabilización de 
p53 wt 184,185. Luego del tratamiento con Doxorrubicina de la línea MCF-7 fue posible 
confirmar la estabilización de p53 wt y además se observó una reducción 
significativa de los niveles de ARNm de ICMT, analizados mediante qRT-PCR 
(Figura 22 a). Un resultado similar fue obtenido utilizando la línea celular HepG2 186, 
derivada de hepatocarcinoma (Figura 22 b). En conjunto, nuestros resultados 
confirman que la expresión de ICMT se encuentra reprimida por la acción de p53 wt. 
En contraposición, demostramos que la presencia de mutantes puntuales de p53 
ejerce el efecto opuesto. Por consiguiente, la alteración de la vía de p53 durante la 
progresión tumoral podría contribuir a potenciar la expresión de ICMT. 
 
 




Figura 22: a) Niveles de ARNm de ICMT determinados por qRT-PCR luego del tratamiento con 
Doxorrubicina en células MCF-7 (Panel superior, n=3, One-tailed T-test, p = 0,0008). Panel inferior: 
niveles proteicos de p53 wt determinados por Western Blot. b) Niveles de ARNm de ICMT 
determinados por qRT-PCR después del tratamiento con Doxorrubicina en células HepG2 (Panel 
superior, n=3, One-tailed T-test, p = 0,0083). Panel inferior: niveles proteicos de p53 wt determinados 
por Western Blot.  
 
 
4.2. Caracterización de mecanismos involucrados en la regulación de la 
transcripción de ICMT 
Para entender si las formas wt y mutante de p53 afectan la transcripción de ICMT, 
decidimos realizar una caracterización funcional de su promotor. A partir del ADN 
genómico de células MDA-MB-231, se logró amplificar una secuencia de 2271 pb 
entre las posiciones -2234 y +37 respecto del sitio de inicio de la transcripción del 
ARNm de ICMT, utilizando los cebadores ICMP2Mfw e ICMP1rv (Tabla 3). La 
secuencia amplificada fue clonada corriente arriba del gen de la enzima luciferasa de 
luciérnaga (Photinus pyralis) en el vector pGL3-basic, para generar el reportero 
pICMTluc, el cual fue utilizado en el análisis de actividad transcripcional in vitro 
mediante ensayos de luciferasa. Inicialmente, se analizó la actividad promotora del 
plásmido pICMTluc; para esto, se transfectó la construcción en células H1299. Como 
control de transfección se co-transfectó el plásmido pCMV-βgal, el cual dirige la 
expresión de la enzima β-galactosidasa. La actividad luciferasa se determinó a las 
48 h luego de la transfección, a partir de cantidades equivalentes de extractos 
proteicos, y los valores se normalizaron respecto de la actividad β-galactosidasa. 
Los ensayos mostraron un aumento significativo de la actividad luciferasa en células 
conteniendo la construcción pICMTluc en comparación al nivel basal de actividad 
luciferasa obtenido al transfectar el vector pGL3 vacío (Figura 23 a). Lo cual 
demuestra, que la secuencia clonada contiene los elementos necesarios para activar 
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la transcripción y además presenta una actividad promotora fuerte. Estos resultados 
nos permitieron validar el uso de este reportero para estudiar los mecanismos que 
regulan la transcripción de ICMT. A continuación, se estudió el efecto de diversas 
formas de p53 sobre la actividad del reportero. Se realizaron ensayos de luciferasa 
tras la co-transfección de un plásmido que expresa p53R280K con pICMTluc en 
células H1299. Se encontró que la expresión de p53R280K aumentó 
significativamente la actividad del reportero en ausencia de p53 wt (Figura 23 b y c). 
Estos resultados se condicen con nuestras observaciones previas y respaldan la 
idea de que p53 mutante coopera con la expresión de ICMT a través de la 
adquisición de actividades neomórficas.  
 
 
Figura 23: a) Evaluación de la actividad reportera de la construcción pICMTluc. Los resultados se 
expresan como veces de cambio relativo al control (células transfectadas con pGL3-basic). Los 
valores de actividad luciferasa fueron normalizados en base a medidas de actividad β-galactosidasa 
(n=3, One-tailed T-test, p = 0,0012). b) Ensayos de luciferasa realizados en células H1299 co-
transfectadas con pICMTluc y plásmidos que expresan las proteínas indicadas, o vector vacío como 
control, y pCMV-β-gal. Los valores se normalizaron en base a la actividad β-galactosidasa y se 
expresaron como veces de cambio con respecto a las células transfectadas con el vector vacío 
(Control), (One-tailed T-test, ***: p <0,0001, *: p <0,05). c) Análisis de Western Blot para confirmar la 




Se realizaron experimentos similares co-transfectando plásmidos que expresan otras 
mutantes puntuales de p53 (p53R273H, p53R248W, p53R249S y p53R175H) con 
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pICMTluc. En este caso, también observamos un aumento de la actividad del 
promotor (Figura 23 b y c), lo cual manifiesta que todos los mutantes puntuales 
ensayados ejercen un efecto positivo sobre el mismo. Posteriormente, estudiamos el 
efecto de p53 wt sobre el reportero siguiendo la misma metodología. Los resultados 
demostraron que la actividad del promotor fue marcadamente reprimida por la 
proteína wt (Figura 23 b y c), lo que indica que la transcripción de ICMT está 
regulada negativamente por la vía de p53.  
Luego, analizamos el efecto de p53 wt endógena sobre la actividad del promotor de 
ICMT. Células HCT116 p53+/+ o HCT116 p53-/- se transfectaron con pICMTluc y 
pCMV-β-galactosidasa como control de transfección. La expresión de p53 wt 
endógeno se indujo mediante tratamiento con Doxorrubicina. Después de 24 h, se 
determinó la actividad luciferasa y se confirmó la expresión de p53 mediante 
Western Blot. Encontramos que la actividad del reportero se redujo 
significativamente después de la inducción de p53 en células HCT116 p53+/+, pero 
no se vio afectada en las células HCT116 p53-/- (Figura 24). Estos resultados 
evidencian que la represión del promotor de ICMT tras el tratamiento con 




Figura 24: Ensayos de luciferasa en células HCT116 p53-/- o HCT116 p53+/+ co-transfectadas con 
pICMTluc y pCMV-β-gal, y tratadas con Doxorrubicina 0,5 µM para inducir la expresión endógena de 
p53 wt (Panel superior; One-tailed T-test, p = 0,0062). Los valores de actividad luciferasa se 
normalizaron en base a la actividad β-galactosidasa y se expresaron como veces de cambio con 
respecto a las células no tratadas con Doxorrubicina (Control). Confirmación de la inducción de p53 
wt por Western Blot (Panel inferior).  
 
 
Nos preguntamos además, si formas de p53 con alteraciones en dominios 
importantes para su función transcripcional podrían afectar al promotor de ICMT. 
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Para abordar esta pregunta realizamos ensayos de luciferasa en células H1299, co-
transfectando pICMTluc con un plásmido que permite la expresión de p53 
conteniendo mutaciones en las posiciones L22Q/ W23S (mutaciones inactivadoras 
en el dominio de transactivación (TAD)) y además, una deleción del dominio C-
terminal (p53L22Q/W23S∆C(aa355-393)). En paralelo, realizamos ensayos similares 
expresando p53 conteniendo las mismas mutaciones en las posiciones 22/23, pero 
con una deleción en el dominio rico en prolina (p53L22Q/W23S∆Pro(aa64-93)). 
Observamos que ambas mutantes perdieron la actividad represiva (Figura 25). Por 
lo tanto, nuestros resultados sugieren que mientras la inactivación severa de la 
función de p53 anula la represión de ICMT, la adquisición de mutaciones puntuales 




Figura 25: Ensayos de luciferasa realizados en células H1299 co-transfectadas con pICMTluc y 
plásmidos que expresan las proteínas indicadas, o vector vacío como control, y pCMV-β-gal. Los 
valores se normalizaron en base a la actividad β-galactosidasa y se expresaron como veces de 
cambio con respecto a las células transfectadas con el vector vacío (Control), (n=3, One way ANOVA, 
p > 0,05). 
 
 
Con el fin de identificar las regiones responsables del efecto de p53 wt, generamos 
diferentes construcciones reporteras que contienen deleciones del promotor de 
ICMT insertadas en el vector pGL3-basic (Figura 26 a). En primer lugar, se analizó la 
actividad promotora de las construcciones (Figura 26 b), verificando que todos los 










Figura 26: a) Representación esquemática de las deleciones del promotor de ICMT utilizadas para 
generar los plásmidos reporteros. b) Evaluación de la actividad reportera de las construcciones 
indicadas co-transfectadas en células H1299 con pCMV-βgal, los resultados se expresan como veces 
de cambio correspondientes a valores de actividad luciferasa normalizados en base a medidas de 
actividad β-galactosidasa y relativos al control (células transfectadas con pGL3-basic), (One-tailed T-
test, ***: p <0,001, **: p <0,01, *: p <0,05).  
 
 
Posteriormente se realizaron ensayos transfectando conjuntamente a cada reportero 
con p53 wt. Encontramos que el efecto represivo se mantuvo en el fragmento entre 
las posiciones -209 y +37, pero no se observó utilizando el fragmento entre -14 y 
+37 (Figura 27 a), lo que indica que la región comprendida entre las posiciones -209 
y -14 es requerida para la represión por parte de p53 wt.  
 
 
Figura 27: a) Ensayo de luciferasa sobre las deleciones del promotor de ICMT. Las células H1299 se 
co-transfectaron con los plásmidos indicados y pCDNA3-p53wt o el vector vacío (Control) (One way 
ANOVA, ***: p< 0,0001). b) Ensayos de luciferasa en células H1299 co-transfectadas con pGL3-
promoter (pGL3P) o pGL3-promoter que contiene el fragmento de 195 pb (-209 -14) (pGL3P-
ICMTluc200-50) y pCDNA3-p53wt o pCDNA3 como control según se indica (One-tailed T-test, p = 
0,01). Panel inferior: confirmación de la expresión de p53 wt por Western Blot.  
 
 
Para confirmar este resultado, se clonó el fragmento que incluye las posiciones -209 
a -14 en el vector pGL3-promoter, corriente arriba del promotor SV40, el cual dirige 
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la transcripción del gen de la luciferasa. Luego de la transfección de este reportero 
en células H1299 junto con p53 wt, se encontró que la actividad se redujo 
significativamente, en comparación con las células control (Figura 27 b). En cambio, 
p53 wt no mostró ningún efecto sobre el vector pGL3-promoter vacío, lo cual 
demuestra que el fragmento del promotor identificado es capaz de reprimir la 
transcripción de manera dependiente de p53.  
Para confirmar el requerimiento de la secuencia identificada, generamos la 
construcción pICMTluc∆(-209-14) en la cual el fragmento de 195 pb comprendido 
entro los -209 y los -14 pb fue delecionado del promotor completo. Mediante 
ensayos de luciferasa se observó que al eliminar esta región, p53 wt perdió la 
capacidad de reprimir al promotor de ICMT (Figura 28). 
 
 
Figura 28: Ensayos de luciferasa en células H1299 co-transfectadas con pICMTluc∆(-209-14) (Panel 
superior izquierdo: n=3, One-tailed T-test, p > 0,05), el cual carece del fragmento de 195 pb 
comprendido entre los -209 y los -14 pb como se indica en el esquema (Panel inferior izquierdo), y 
pCDNA3-p53wt o pCDNA3 como control. Panel superior derecho: evaluación de la actividad reportera 
basal de la construcción (One-tailed T-test, p = 0,0151), en relación al control (células transfectadas 
con pGL3-basic). Panel inferior derecho: confirmación de la expresión de p53 wt por Western Blot. En 
todos los casos, la actividad luciferasa se normalizó en base a medidas de actividad β-galactosidasa 
y se expresó como veces de cambio en comparación con las células control.  
 
 
Para comprender si p53 wt puede actuar directamente sobre el promotor de ICMT, 
realizamos experimentos de inmunoprecipitación de la cromatina. En primera 
instancia, células H1299 se transfectaron con pICMTluc y un plásmido que codifica 
p53 wt o plásmido vacio como control, y la proteína se inmunoprecipitó usando un 
anticuerpo anti-p53 (DO1). A partir del ADN inmunoprecipitado de las células 
transfectadas con p53 wt fue posible amplificar un fragmento de 102 pb, entre las 
posiciones, -66 y +36 del promotor de ICMT (Figura 29 a). Por el contrario, el 
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fragmento estaba ausente en el ADN inmunoprecipitado de las células sin p53, lo 
que confirma el reclutamiento específico de la proteína en el promotor de ICMT. 
Posteriormente, se evaluó el reclutamiento de p53 wt en el promotor de ICMT 
endógeno en las líneas celulares HEK-293 y HCT116 p53+/+. En el caso de células 
HEK-293, se realizaron experimentos de chIP sin tratamiento de inducción, ya que 
los niveles basales de p53 wt son relativamente elevados (Figura 29 b y 20 a). En 
cambio, las células HCT116 p53+/+ (Figura 29 c) fueron tratadas con Doxorrubicina 
0,5 µM para inducir la expresión de p53 wt (Figura 29 c, panel inferior). Se utilizó el 




Figura 29: a) Ensayos de chIP en células H1299 co-transfectadas con pICMTluc y pCDNA3-p53wt o 
pCDNA3 como control. La inmunoprecipitación se realizó con anti-p53 (DO1). La presencia de ADN 
del promotor de ICMT en el inmunoprecipitado se determinó mediante qPCR (Panel superior), (n=3, 
One-tailed T-test, p = 0,026). y PCR semicuantitativa (Panel inferior). b) Ensayos de chIP en células 
HEK-293. La inmunoprecipitación se realizó utilizando anti-p53 (DO1) o anti-GFP como control. La 
presencia de ADN del promotor de ICMT en el inmunoprecipitado se determinó mediante qPCR (n=3, 
One-tailed T-test, p = 0,0171) y PCR semicuantitativa (Panel inferior). c) PCR semicuantitativa del 
ensayo de chIP en células HCT116 p53+/+ tratadas con Doxorrubicina. La IP se realizó utilizando anti-




Los resultados demostraron que en ambos sistemas fue posible amplificar el 
fragmento entre las posiciones -66 y +36 del promotor de ICMT en el ADN 
inmunoprecipitado con el anticuerpo anti-p53. Estos resultados confirman que p53 wt 
endógeno es reclutado en el promotor de ICMT en las líneas celulares estudiadas. 
La presencia de p53 wt el promotor de ICMT nos llevó a preguntarnos si existen 
p53RE en la región identificada como responsable de su efecto. En consecuencia, 
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analizamos el promotor de ICMT en busca de potenciales sitios de unión para p53. 
Se utilizó un software para buscar expresiones regulares correspondientes a 
diferentes secuencias consenso (https://regex101.com/). No encontramos ninguna 
secuencia conforme al consenso canónico de p53RE 53, 
PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy[X0-20]PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy (Pu:purina, Py: 
pirimidina, X: cualquier nucleótido). Se consideró una región espaciadora entre 0 y 
20 nucleótidos para permitir una búsqueda menos restrictiva (Figura 30 a, resultados 
disponibles en: https://regex101.com/r/dUOYDa/2). También se buscaron 
secuencias utilizando un consenso modificado que contiene alteraciones del motivo 
canónico basado en p53RE encontrados en genes reprimidos 65, 
PuPuXCXXGXPyX[X0-20]XPuXCXXGXPyPy (Figura 30 b, resultados disponibles 
en: https: //regex101.com/r/k7QB3C/1). Nuevamente, no encontramos ninguna 
secuencia correspondiente al consenso modificado en la región responsable del 




Figura 30: Búsqueda de sitios de unión para p53 en el promotor de ICMT. a) Análisis utilizando el 
consenso canónico de p53RE PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy[X0-20]PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy. b) 
Análisis utilizando un consenso modificado que contiene alteraciones del motivo canónico, 
encontradas en los genes reprimidos, PuPuXCXXGXPyX[X0-20]XPuXCXXGXPyPy. Cada panel 
muestra una representación gráfica de los resultados de un fragmento del promotor que incluye la 
región responsable del efecto de p53 wt (-209-14) subrayada en rojo (para el análisis completo, 
consultar https://regex101.com/r/dUOYDa/2 o https://regex101.com/r/k7QB3C/1). Los cuadros de 
colores indican coincidencias (recuadros celestes: secuencia consenso, recuadros verdes: región 
espaciadora). No se observaron coincidencias en la región comprendida entre los -209 y los -14 pb en 
ninguno de los análisis.  
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Aunque el software identificó algunas secuencias en otras regiones, las 
consideramos como falsos positivos ya que nuestros experimentos demostraron 
claramente que no están involucradas en el efecto de p53 wt. Creemos que la alta 
degeneración del consenso modificado permitió una búsqueda menos rigurosa. Por 
lo tanto, especulamos que el reclutamiento puede implicar la interacción con otras 
proteínas presentes en el promotor, aunque no podemos excluir la unión directa al 
ADN en un sitio divergente que muestre diferencias aún mayores con el consenso 
propuesto. 
A continuación, mapeamos la región involucrada en el efecto p53 mutante. Se 
realizaron ensayos de luciferasa utilizando los mismos reporteros utilizados para p53 
wt. En este caso, se encontró una clara reducción en la activación del promotor por 
p53R280K utilizando todas las deleciones reporteras, en comparación con el 
fragmento del promotor -2234 +37 original, lo que indica que el efecto de p53 
mutante depende de la región comprendida entre -2234 y -1130 (Figura 31 a). 
Además, p53R280K aumentó la actividad del promotor también en el reportero 
pICMTluc∆(-209-14), lo que demuestra que la región entre -209 y -14 no está 
involucrada en este efecto (Figura 31 b).  
 
 
Figura 31: a) Ensayos de luciferasa sobre las deleciones del promotor de ICMT. Las células H1299 
se co-transfectaron con los plásmidos indicados y un plásmido que expresa p53R280K o un vector 
vacío (control). La actividad luciferasa se normalizó a la actividad β-galactosidasa y se expresó como 
veces de cambio respecto a las células control (One way ANOVA, ***: p = 0,0003). b) Ensayos de 
luciferasa en células H1299 co-transfectadas con pICMTluc∆(-209-14) y un plásmido que expresa 
p53R280K o un vector vacío (control). La actividad luciferasa se normalizó y se expresó como veces 
de cambio en comparación con las células control (One-tailed T-test, p = 0,0256). Panel inferior: 
confirmación de la expresión de p53R280K por Western Blot. c) Ensayo de chIP en células H1299 co-
transfectadas con pICMTluc y pCDNA3-p53R280K o pCDNA3 como control. La IP se realizó 
utilizando el anticuerpo anti-p53 (DO1). La presencia de los fragmentos promotores -2178 -2071 
(ICMTup) o -66 +36 (ICMTdown) se determinó mediante qPCR (Panel superior, n=3, One-tailed T-
test, p = 0,0476) y PCR semicuantitativa (Panel inferior). 
 




Mediante ensayos de chIP en células H1299 transfectadas con p53R280K, pudimos 
amplificar un fragmento de 107 pb entre las posiciones -2178 y -2071 (ICMTup), en 
el ADN inmunoprecipitado con anti p53 (Figura 31 c). Contrariamente, al realizar la 
amplificación entre las posiciones -66 y +36 (ICMTdown) en los ensayos de chIP, no 
encontramos evidencias de reclutamiento de p53R280K en esta región (Figura 31 c). 
Por lo tanto, nuestros resultados muestran que p53R280K es reclutado en el 
promotor de ICMT en una región diferente a p53 wt, lo que indica que cada proteína 
regula la actividad del promotor por diferentes mecanismos. 
 
4.3. Participación de otros miembros de la familia de p53 en la regulación 
de ICMT 
Nuestros resultados mostraron un efecto positivo de las mutantes de p53 sobre la 
expresión de ICMT en las líneas MDA-MB-231, MDA-MB-468, HT29 y H1299. Estas 
líneas celulares no expresan la forma wt de p53, lo cual indica que p53 mutante 
puede afectar la expresión de dicho gen en forma independiente de p53 wt. Nos 
planteamos entonces indagar los mecanismos involucrados. Estudios previos han 
descripto la capacidad de p53 mutante de bloquear la función de su parálogo p63 
108,187
. De acuerdo con lo discutido, existen diversas isoformas de p63, las cuales 
pueden agruparse en isoformas TA y ∆N. Si bien TAp63 es capaz de regular la 
expresión de genes blanco específicos, también actúa sobre genes regulados por 
p53 wt. Nos preguntamos entonces si algunas isoformas de p63 podrían cooperar en 
la represión de ICMT, y si p53 mutante podría colaborar a aumentar los niveles de 
expresión, oponiéndose a la función de p63. En primer lugar, se estudió el efecto de 
TAp63α, una de las isoformas más estudiadas, y que se demostró responsable de 
actividades antiproliferativas y antimetastásicas 85,86. Los resultados de ensayos de 
luciferasa utilizando el reportero pICMTluc mostraron que la sobreexpresión de 
TAp63α en células H1299 ejerció un efecto represivo sobre el promotor de ICMT, 
similar al observado con p53 wt (Figura 32 a y b). El análisis de las isoformas 
TAp63β y TAp63γ mostró el mismo efecto (Figura 32 a y b). Estos resultados 
sugieren que la represión de ICMT podría formar parte de los mecanismos efectores 
de las funciones biológicas de TAp63. Posteriormente, se estudió el efecto de 
isoformas ∆N, las cuales carecen del dominio N-terminal, utilizando la misma 
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metodología. Los resultados obtenidos mostraron que, ∆Np63α, ∆Np63β y ∆Np63γ 
no tuvieron ningún efecto sobre la actividad del promotor (Figura 32 a y b). 
Considerando que solo las isoformas TA de p63 afectaron la actividad del promotor, 
decidimos extender el análisis con el fin de comprender si TAp73 interviene en la 
regulación de ICMT. En ensayos de luciferasa utilizando el reportero pICMTluc, 
encontramos que TAp73α también reprimió la actividad del promotor de ICMT 




Figura 32: a) El efecto de las isoformas de p63 en el promotor de ICMT se determinó mediante 
ensayos de luciferasa en células H1299 co-transfectadas con pICMTluc y plásmidos que expresan 
proteínas p63 como se indica (One way ANOVA, ***: p <0,0001). b) El análisis de Western Blot 
utilizando un anticuerpo anti-cMyc confirmó la expresión de las isoformas TAp63 (Panel izquierdo) y 
∆Np63 (Panel derecho) en los ensayos de luciferasa. c) El efecto de TAp73α en el promotor de ICMT 
se determinó mediante ensayos de luciferasa en células H1299 co-transfectadas con pICMTluc y 
pCDNA3-TAp73α como se indica (One-tailed T-test, p = 0,0238). La actividad luciferasa se normalizó 
y se expresó como veces de cambio en comparación con las células control (transfectadas con 
pCDNA3). Western Blot usando el anticuerpo anti-HA que confirma la sobreexpresión de TAp73α en 
células H1299 (Panel inferior).  
 
Por lo tanto, nuestros hallazgos muestran que isoformas TA de p63 y p73 comparten 
con p53 wt la capacidad de regular negativamente al promotor de ICMT. Esta 
redundancia funcional sugiere fuertemente que un control riguroso de la expresión 
de ICMT es relevante en la fisiología de las células normales. Por el contrario, en 
base a nuestros resultados, se espera que la adquisición de mutaciones inactivantes 
en p53 wt derogue su efecto represivo sobre la expresión de ICMT. Además, la 
presencia de p53 mutante podría alterar la función de diferentes miembros de la 
familia de p53. Como fue comentado, las mutantes puntuales de p53 ejercen un 
efecto de dominancia negativa sobre la forma wt, ya que mantienen la capacidad de 
oligomerizar a través del dominio OD 95.Pero además, las mutantes adquieren la 
capacidad de interactuar con p63, alterando su actividad. Esta capacidad fue 
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propuesta como un mecanismo de ganancia de función, ya que es específica de p53 
mutante 188. Con el fin de comprender si los mencionados mecanismos podrían 
afectar la expresión de ICMT, estudiamos la interacción funcional entre p53 mutante 
y algunos miembros de la familia p53 en ensayos de luciferasa. En primer lugar, se 
co-transfectaron p53R280K y p53 wt con pICMTluc en células H1299 y se midió la 
actividad del reportero. Se encontró que la presencia de p53R280K contrarrestó casi 
por completo la represión del promotor por parte de p53 wt, sugiriendo un efecto de 
dominancia negativa (Figura 33 a).  
 
 
Figura 33: a) p53R280K contrarresta el efecto represivo de p53 wt y TAp63α en el reportero de 
ICMT. Ensayos de luciferasa en células H1299 co-transfectadas con pICMTluc y plásmidos que 
expresan las proteínas p53 wt o TAp63α y p53R280K como se indica (One way ANOVA, ***: p 
<0,0001). b) Las isoformas ∆N de p63 contrarrestan el efecto represivo de las isoformas TA de p63 
en el reportero de ICMT. Ensayos de luciferasa en células H1299 co-transfectadas con pICMTluc y 
plásmidos que expresan las proteínas que se indican (One way ANOVA, ***: p <0,0001).  
 
Luego se co-transfectó p53R280K con TAp63α en el mismo sistema, en donde la 
mutante también anuló el efecto represivo. Finalmente, decidimos analizar la 
relación funcional entre isoformas TA y ∆N de p63, ya que las mismas intervienen en 
la regulación de la expresión de algunos genes ejerciendo efectos opuestos 88. En 
consecuencia, estudiamos el efecto de la co-expresión de isoformas ∆Np63 y TAp63 
en ensayos de luciferasa. Los resultados mostraron que la presencia de ∆Np63 
anuló casi completamente la represión del promotor por parte de las isoformas 
TAp63 (Figura 33 b). 
Colectivamente, nuestros resultados demuestran que el promotor de ICMT está 
regulado negativamente por proteínas implicadas en mecanismos de supresión 
tumoral, tales como p53 wt e isoformas TA de p63 y p73. Además, las mutantes 
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puntuales de p53 no solo contrarrestan este efecto represivo, sino que también 
regulan positivamente su expresión, sugiriendo que la adquisición de mutaciones 
missense en TP53 podría cooperar con la progresión tumoral a través del aumento 
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RESULTADOS CAPÍTULO II: 
Efecto de ICMT sobre fenotipos tumorales 
 
5.1. Efecto de ICMT sobre fenotipos tumorales in vitro 
De acuerdo con la hipótesis planteada a partir de los resultados obtenidos sobre la 
regulación de la expresión de ICMT, decidimos estudiar las consecuencias del 
aumento de los niveles de esta enzima sobre fenotipos asociados a las células 
tumorales. Para este fin, se generó un plásmido de expresión conteniendo la 
secuencia codificante de ICMT humana fusionada a GFP. Se amplificó la secuencia 
codificante completa mediante PCR utilizando los cebadores ICMTuppLfw-ICMTpLrv 
(Tabla 3), a partir de ADNc generado por retrotranscripción de ARN total de células 
H1299. El producto de amplificación de 906 pb se ligó con el vector pLPC-GFP para 
generar la construcción pLPC-ICMTGFP. Dicho vector permite la expresión 
transitoria en células de mamífero y la manipulación genética estable mediante 
transducción, ya que contiene secuencias que permiten su empaquetamiento en 
partículas pseudovirales y posterior integración en el genoma 23.  
 
 
Figura 34: a) Análisis de Western Blot usando anticuerpo anti-GFP (Panel izquierdo) y microscopía 
de fluorescencia (Panel derecho) de células H1299 que expresan establemente GFP o ICMT-GFP. b) 
Análisis de Western Blot usando anticuerpo anti-GFP (Panel izquierdo) y microscopía de 
fluorescencia (Panel derecho) de células MDA-MB-231 que expresan establemente GFP o ICMT-
GFP.  
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La expresión de la proteína de fusión se confirmó en células MDA-MB-231 y H1299 
transducidas con partículas retrovirales conteniendo pLPC-ICMTGFP o pLPC-GFP 
como control, luego de seleccionar a las células que integraron el cassette para la 
expresión de la proteína de interés en su genoma junto con un gen de resistencia a 
puromicina. Mediante Western Blot se detectó la presencia de ICMT-GFP en los 
lisados celulares (Figura 34 a y b). Además, el estudio por microscopía de 
fluorescencia (Figura 34 a y b) demostró que ICMT-GFP se localiza en un área 
citoplásmica discreta en estrecha asociación con el núcleo, en concordancia con la 
localización en el RE descripta para esta enzima 134. Por el contrario, GFP se 
distribuyó uniformemente en el citoplasma de las células.  
En primer lugar, analizamos el efecto de ICMT sobre la proliferación celular in vitro 
en ambas líneas celulares (Figura 35 a y b). Los resultados obtenidos no mostraron 
diferencias significativas en la tasa de proliferación entre las células que 




Figura 35: a) Ensayo de proliferación de células H1299 que expresan establemente GFP o ICMT-
GFP evaluado por recuento de células en cámara de Neubauer (Panel izquierdo) y por MTT (Panel 
derecho). b) Ensayo de proliferación de células MDA-MB-231 que expresan establemente GFP o 
ICMT-GFP evaluado por recuento de células en cámara de Neubauer.  
 
 
Para comprender si altos niveles de ICMT pueden promover la capacidad 
clonogénica in vitro, se realizaron ensayos de formación de colonias. Células H1299 
expresando pLPC-ICMTGFP o pLPC-GFP como control, se plaquearon a baja 
densidad y se incubaron para permitir el crecimiento clonal. Nuestros resultados 
mostraron que las células sobreexpresando ICMT desarrollaron un número 
significativamente mayor de colonias en comparación con las células control (Figura 
36 a). Estos resultados indican que altos niveles de ICMT pueden conferir una 
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ventaja para sobrevivir y proliferar en condiciones restrictivas, como las impuestas 





Figura 36: a) Ensayo de formación de colonias. Las células H1299 que sobreexpresan ICMT-GFP o 
GFP como control se plaquearon a baja densidad y se incubaron durante 2 semanas, las colonias se 
tiñeron con Giemsa y se determinó su número (n=4, One-tailed T-test, p = 0,0003). b) Ensayo de MTT 
para evaluar toxicidad del Cysmethynil en función de la concentración en H1299 (One way ANOVA, p 
=0,0004) o c) MDA-MB-468 (One way ANOVA, p <0,0001). d) Ensayo de formación de colonias en 
células H1299 o MDA-MB-468 tratadas con 30 µM Cysmethynil o DMSO, se muestran imágenes 
representativas (n=3).  
 
 
Por otro lado, decidimos analizar el efecto de la inhibición farmacológica de ICMT 
utilizando el compuesto Cysmethynil (véase apartado 1.15 en la introducción). 
Previamente, otros autores habían reportado experimentos con Cysmethynil en 
células MDA-MB-231 in vitro 155. En consecuencia, decidimos extender el estudio a 
las líneas celulares H1299 y MDA-MB-468. En primer lugar, se evaluó la toxicidad 
del inhibidor sobre las células en estudio, analizando la biorreducción de MTT. La 
viabilidad celular de las líneas ensayadas, H1299 y MDA-MB-468, no fue afectada a 
concentraciones hasta 30 µM. Sin embargo, a concentraciones superiores, como 50 
y 100 µM, la viabilidad disminuyó (Figura 36 b y c). A partir de estos ensayos, 
elegimos la concentración de 30 µM como concentración de trabajo para los 
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ensayos subsiguientes. Evaluamos la capacidad clonogénica in vitro en ambas 
líneas celulares. Las células H1299 o MDA-MB-468 se plaquearon a baja densidad y 
se trataron con Cysmethynil. Como control se utilizó la dilución correspondiente de 
DMSO. Los resultados mostraron que el tratamiento con el inhibidor de ICMT redujo 
el potencial clonogénico de células H1299 y MDA-MB-468 en ensayos de formación 
de colonias (Figura 36 d). 
Posteriormente se estudió el efecto de ICMT sobre fenotipos asociados a las células 
metastásicas. Se realizaron ensayos de cierre de la herida en placa utilizando 
células H1299 (Figura 37 a) y ensayos de migración en transwell utilizando células 
MDA-MB-468 (Figura 37 b) tratadas con Cysmethynil. En ambos casos se observó 
una disminución significativa en la migración a las 24 h del tratamiento con 





Figura 37: a) Ensayo de migración por cierre de la herida en células H1299 tratadas con 30 µM de 
Cysmethynil (n=4, One-tailed T-test, p = 0,0005). Panel inferior: imágenes representativas. b) Ensayo 
de migración en transwell de células MDA-MB-468 tratadas con 30 µM de Cysmethynil (n=3, One-
tailed T-test, p = 0,0152). Panel inferior: imágenes representativas. c) Ensayo de migración por cierre 
de la herida en células MDA-MB-231 que sobreexpresan de forma estable ICMT-GFP o GFP como 
control (n=3, One-tailed T-test, p = 0,0073). Panel inferior: imágenes representativas.  
 
 
Luego, se evaluó si la sobreexpresión de ICMT en la línea celular MDA-MB-231 
afecta la capacidad migratoria de las células. Las líneas celulares estables 
previamente generadas sobreexpresando ICMT-GFP o GFP como control fueron 
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utilizadas en el ensayo de cierre de la herida en placa. De acuerdo con nuestra 
hipótesis, la sobreexpresión de ICMT en células MDA-MB-231 aumentó 
significativamente la migración evaluada a las 24 h (Figura 37 c). Estos resultados 
están de acuerdo con observaciones previas, indicando un efecto inhibitorio de la 
migración luego del tratamiento con Cysmethynil en las mismas células 155. 
La capacidad de las células de un tumor primario de metastatizar depende de su 
capacidad de independizarse de las células vecinas y de adquirir características 
migratorias e invasivas. La adquisición de estas características depende en muchos 
casos de la activación de un programa que recapitula en gran medida la transición 
epitelio-mesenquimal (TEM), el cual involucra cambios a nivel de la expresión 
génica, así como de la dinámica del citoesqueleto. Alteraciones en la adhesión, 
morfología y polarización celular son los eventos iniciales que ocurren durante la 
transición de las células epiteliales hacia un fenotipo invasivo. Con el fin de 
profundizar la caracterización del rol de ICMT en la adquisición de fenotipos 
invasivos decidimos estudiar su efecto sobre la polarización y la integridad epitelial 
en estructuras organotípicas. Para este fin, se utilizó un modelo de cultivo 
tridimensional (3D) de células MDCK, las cuales generan estructuras esféricas 
formadas por una capa de células de tipo epitelial con polaridad apico-basal 
rodeando un lumen interno, denominadas esferoides o quistes. Este modelo ha sido 
de gran utilidad en el estudio de los mecanismos de polarización, y presenta la 
ventaja de que el efecto de distintas vías de señalización ha sido caracterizado. En 
particular, ha sido utilizado para el estudio del rol de RHO GTPasas como RAC1, 
RHOA y CDC42 189,190,191, las cuales han sido propuestas como sustratos de ICMT. 
Para lograr la sobreexpresión de ICMT se transdujeron células MDCK en cultivo 
bidimensional (2D) con pLPC-ICMTGFP o pLPC-GFP como control, y la expresión 
de las proteínas fue confirmada por Western Blot (Figura 38 a). Posteriormente las 
células se plaquearon sobre matrigel y se incubaron durante 3 días hasta observar la 
formación de quistes. Se realizó un análisis por microscopía confocal de 
fluorescencia, obteniendo imágenes sobre planos consecutivos a lo largo del eje z. 
La polarización se evaluó mediante inmunolocalización de GM130 192,193 como 
marcador apical y los núcleos fueron visualizados mediante tinción con DAPI (Figura 
38 b). Fue posible observar que las células expresando ICMT-GFP presentaron 
alteraciones en la formación de los quistes, caracterizadas por la presencia de más 
de un lumen y alteración de la polaridad apical (Figura 38 c y d). Los resultados 
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demuestran que el aumento en los niveles de ICMT redujo las características 
epiteliales, ya que alteró la polarización celular y la arquitectura de los quistes. 
 
 
Figura 38: Análisis del efecto de ICMT en la formación de quistes de células MDCK en cultivos 
3D. a) La expresión de la proteína de fusión ICMT-GFP se confirmó mediante Western Blot de células 
mantenidas en cultivo bidimensional. b) Imágenes de microscopia confocal representativas de células 
transducidas con pLPC-ICMTGFP o pLPC-GFP como control. Se estudió la expresión de GM130 por 
inmunofluorescencia (rojo), los núcleos se tiñeron con DAPI (azul); verde, GFP. Las células se fijaron 
con metanol, lo que dió como resultado la pérdida de la señal soluble de GFP, pero no afectó la señal 
de la proteína de fusión, probablemente debido a su posible ubicación como proteína de membrana 
del RE. c) Cuantificación del número de células por quiste (n=3, One-tailed T-test, p = 0,0377). d) 
Porcentaje de quistes según su morfología: normal, anormal y multilumen (n=3, One-tailed T-test, **: 
p = 0,0063, *: p = 0,0256).  
 
 
En conjunto, los resultados de los estudios in vitro nos sugieren que el aumento en 
los niveles de ICMT podría contribuir con la progresión tumoral de diversas formas. A 
través de su efecto sobre el potencial clonogénico podría colaborar con el 
crecimiento del tumor primario y/o la supervivencia en condiciones hostiles, tales 
como la circulación sanguínea o la sede de colonización. Por otra parte, ICMT podría 
colaborar con la liberación de células invasivas a partir del tumor primario, 
favoreciendo la transición epitelio-mesénquima. Por último, una vez liberadas las 
células invasivas, ICMT podría colaborar en los procesos migratorios. 
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5.2. Efecto de ICMT sobre el potencial tumorigénico y metastásico in vivo 
Considerando las evidencias del rol pro-tumoral obtenidas in vitro, decidimos 
estudiar si el aumento en los niveles de ICMT podría colaborar con el desarrollo de 
tumores in vivo. Para este objetivo se utilizaron las células H1299 que expresan 
ICMT-GFP en forma estable generadas por transducción retroviral, las cuales se 
inyectaron por vía subcutánea en ratones nude. Como control se utilizaron células 
transducidas con GFP. El desarrollo de tumores y las condiciones generales de los 




Figure 39: Ensayo de formación de tumores in vivo. a) Células H1299 sobreexpresando ICMT-
GFP o GFP como control se inyectaron en forma subcutánea en ratones nude y se analizó el 
desarrollo tumoral. Panel superior: número de ratones que desarrollaron tumores en cada grupo 
(ICMT o Control). Abajo a la izquierda: gráfico de Kaplan Meier que muestra los días en los que las 
masas tumorales fueron detectables mediante inspección manual después de la inyección (Test Log-
rank (Mantel-Cox), p = 0,0240 y Test Gehan-Breslow-Wilcoxon, p = 0,0177). Abajo a la derecha: 
evolución del tamaño de las masas palpables detectadas en cada grupo (Comparison of Fits, 
ecuación de crecimiento exponencial, p< 0,0001). b) Imágenes  representativas de los tumores 
desarrollados. c) Tinción con hematoxilina-eosina (HyE, Panel izquierdo) e inmunohistoquímica con el 




En los ratones inyectados con células ICMT-GFP fue posible detectar masas 
palpables significativamente más temprano en comparación con los controles. 
Además, observamos que el volumen promedio de las mismas en los ratones control 
fue menor que el de las masas originadas a partir de células ICMT-GFP (Figura 39 a 
y b). La autopsia realizada luego del sacrifico de los animales reveló que el 80% de 
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los ratones inyectados con células ICMT-GFP desarrolló masas tumorales (8/10). En 
contraste, se encontraron tumores en solo el 33.3% de los ratones inyectados con 
células control (3/9). Por otra parte, el análisis histológico por hematoxilina-eosina 
mostró que los tumores de los ratones control presentaron una estructura 
caracterizada por una mayor proporción de tejido conjuntivo y pocos núcleos 
celulares. En contraste, los tumores provenientes de células ICMT-GFP fueron más 
compactos y presentaron mayor celularidad (figura 39 c). A su vez, el análisis por 
inmunohistoquímica indica una mayor expresión de Ki-67 en los tumores 
provenientes de células ICMT-GFP, lo cual se asociaría con una mayor proliferación 
comparada con los controles (figura 39 c). En resumen, nuestros resultados 
demuestran que los altos niveles de ICMT aumentaron el potencial tumorigénico de 
las células H1299 in vivo.  
Con el objeto de profundizar la caracterización de los efectos de ICMT sobre la 
progresión tumoral in vivo decidimos realizar estudios de transplante ortotópico. Se 
utilizaron células de cáncer de mama 4T1. Dicha línea celular deriva de un 
adenocarcinoma mamario Triple Negativo de ratón y no expresa p53 194. Los 
tumores generados por estas células son capaces de colonizar sitios distantes, tales 
como los ganglios linfáticos y los pulmones, y por lo tanto constituyen un excelente 
modelo para el estudio de metástasis in vivo, ya que recapitula todas las etapas de 
este complejo proceso. Por otra parte, al ser células murinas, no es necesario utilizar 
ratones inmuno deficientes, lo que permite contemplar el rol del sistema 
inmunológico en el análisis. En primer lugar, mediante transducción con partículas 
retrovirales, se generaron células 4T1 con expresión estable de ICMT-GFP o GFP 




Figura 40: Análisis por Western Blot de células 4T1 que expresan establemente GFP o ICMT-GFP 
usando anticuerpo anti-GFP.  
 
Resultados Capítulo II 
93 
 
Las células generadas fueron inyectadas en la grasa mamaria de ratones hembra 
BALB/c, utilizándose 10 ratones por grupo. Mediante el monitoreó periódico se siguió 
el desarrollo de masas palpables durante un período de 41 días, luego del cual los 
animales se sacrificaron y se realizó la autopsia. Observamos que los tumores 
provenientes de células ICMT-GFP presentaron una tasa de crecimiento mayor 
(Figura 41 a y b). Se analizó también la presencia de metástasis macroscópicas en 
los pulmones utilizando una contracoloración con tinta china. Encontramos que la 
sobreexpresión de ICMT resultó en un incremento significativo en el número de 
metástasis en pulmón (Figura 41 c). Asimismo, se detectaron 3 metástasis en bazo y 
una en hígado en el grupo de ICMT, pero no se detectó metástasis macroscópica en 




Figure 41: Ensayo de formación de tumores in vivo por transplante ortotópico. Células 4T1 
expresando ICMT-GFP o GFP como control se inyectaron en la grasa mamaria de ratones BALB/c 
hembra y se monitoreó el desarrollo tumoral. a) Evolución del tamaño de las masas palpables 
detectadas en cada grupo (Comparison of Fits, ecuación de crecimiento exponencial, p< 0,0001). b) 
Imágenes representativas de los tumores desarrollados. c) Número de metástasis por pulmón (Panel 
izquierdo One tailed T-test, p= 0,0076). Imágenes representativas de los pulmones teñidos con tinta 
china. Las flechas indican la presencia de metástasis macroscópicas (Panel derecho).  
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En resumen, los resultados obtenidos en ambos modelos demuestran que la 
sobreexpresión de ICMT favorece el desarrollo tumoral y el proceso de metástasis in 
vivo. 
 
5.3. Mecanismos activados por la sobreexpresión de ICMT 
A continuación, nos preguntamos cuáles podrían ser los mecanismos moleculares 
activados por la sobreexpresión de ICMT. En principio, nos concentramos en su 
efecto sobre sustratos relevantes en procesos oncogénicos, tales como RAS y las 
RHO GTPasas. Las evidencias de modelos de tumorigénesis inducida por RAS han 
demostrado que la fosforilación de ERK se redujo tras la inactivación genética de 
ICMT 148. Por lo tanto, para comprender si ICMT puede afectar la fosforilación de 
ERK en células H1299, se realizaron estudios de Western Blot con un anticuerpo 
que reconoce específicamente a ERK fosforilada en los residuosThr202/Tyr204 (p-
ERK). Encontramos que p-ERK es fácilmente detectable, lo cual podría explicarse 
por la presencia de una forma mutante constitutivamente activa de N-RAS en esta 
línea celular. Ni el silenciamiento de ICMT (siICMT), ni el tratamiento con 
Cysmethynil afectaron la fosforilación de ERK. Por el contrario, los niveles de p-ERK 
se redujeron claramente luego del tratamiento con el inhibidor de la quinasa MEK1/2, 
U0126, demostrando la especificidad de la señal (Figura 42 a y b). Por lo tanto, 
nuestros resultados demuestran que la inhibición de ICMT no afecta la fosforilación 
de ERK en células H1299 y sugieren fuertemente que los efectos pro-oncogénicos 
de ICMT en dichas células no involucran la activación de ERK por parte de RAS. Por 
otro lado, estudiamos la presencia de cambios en la estructura del citoesqueleto, en 
vista de la relevancia de las RHO GTPasas como reguladores de la polimerización 
de actina. Las células H1299 se transfectaron con pLPC-ICMTGFP o pLPC-GFP, se 
colocaron en placas sobre vidrio cubierto con matrigel y se tiñeron con faloidina 
conjugada con Alexa 594. La distribución de actina se analizó mediante microscopía 
de fluorescencia en células positivas para GFP. Encontramos que luego de la 
transfección de ICMT-GFP, una gran proporción de células mostró una morfología 
redondeada con acumulación de actina cerca de la membrana plasmática. Por el 
contrario, la proporción de células con dicha morfología en el control fue 
significativamente menor (Figura 42 c). Estos resultados demuestran que la 
sobreexpresión de ICMT alteró la estructura del citoesqueleto de actina en células 
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H1299. Teniendo en cuenta el papel clave que desempeñan las RHO GTPasas 
como reguladores de la polimerización de actina, es probable que su actividad se 





Figura 42: a) Análisis por Western Blot con anti p-ERK en células H1299 luego del tratamiento con 30 
µM de Cysmethynil o inhibidor de MEK1/2 U0126. b) Análisis por Western Blot con anti p-ERK en 
células H1299 luego de la transfección de ARNi contra ICMT (siICMT) o control (siLacZ) (Panel 
izquierdo). Chequeo del silenciamiento de ICMT por qPCR (Panel derecho). c) Visualización de la 
polimerización de actina. Las células H1299 fueron transfectadas con pLPC-GFP (Panel superior 
izquierdo) o pLPC-ICMTGFP (Panel inferior izquierdo), se colocaron en placas sobre cubreobjetos 
recubiertos con matrigel y se tiñeron con faloidina. Se muestran imágenes representativas. Las 
flechas señalan células redondeadas. Panel derecho: se cuantificó el número de células redondeadas 
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RESULTADOS CAPÍTULO III:  
Relevancia clínica de la sobreexpresión de ICMT 
 
En conjunto, nuestros resultados provenientes de experimentos in vitro e in vivo 
sugieren que en condiciones fisiológicas la expresión de ICMT se encuentra 
regulada en forma precisa por parte de proteínas con funciones de supresión 
tumoral, como p53 wt, TAp63 y TAp73. Por el contrario, la adquisición de 
mutaciones en TP53 podría cooperar con la progresión tumoral promoviendo la 
sobreexpresión de ICMT. Con el fin de evaluar la relevancia clínica de estos 
resultados, decidimos estudiar la relación entre ICMT y la vía de p53 en pacientes de 
cáncer de mama y pulmón. 
 
6.1. Relación entre la expresión de ICMT y el estado de p53 en cáncer de mama 
y pulmón 
En primer lugar, nos preguntamos si el estado de p53 podría afectar la expresión de 
ICMT. Se analizaron los datos de microarrays, de 25 bases de datos públicas 
independientes de cáncer de mama (compendio BC (breast cancer compendium): 
3661 casos), en busca de correlaciones entre los niveles de ARNm de ICMT y el 
estado de p53. Dado que este compendio no contiene datos sobre mutaciones en 
TP53, se utilizó la firma molecular de p53 como criterio para discriminar entre casos 
wt y mutantes. Dicha firma molecular se determinó analizando el perfil de expresión 
de tumores humanos con estado de p53 conocido 195. La firma molecular asociada a 
p53 wt presenta una alta correlación con la presencia de alelos wt. Por el contrario, 
la firma molecular asociada a p53 mutante se correlaciona con la presencia de 
mutaciones en TP53 (missense, nonsense y deleciones). El análisis demostró que 
los casos con un valor alto para la firma p53 mutante mostraron niveles de ARNm de 
ICMT relativamente más altos, en comparación con los casos con valor bajo. A su 
vez, los casos con un valor alto para la expresión de la firma p53 wt mostraron 
niveles significativamente más bajos de ARNm de ICMT (Figura 43 a). Estos 
resultados sugieren fuertemente que la presencia de p53 wt en tumores se 
correlaciona con baja expresión de ICMT, de acuerdo con nuestros resultados que 
muestran un efecto represor de esta proteína sobre el promotor de ICMT. Teniendo 
en cuenta que en la mayoría de los casos las mutaciones en TP53 son del tipo 
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missense, nuestros resultados sugieren también que la presencia de mutantes 
puntuales de p53 favorece la sobreexpresión de ICMT en tumores. La presencia de 
niveles proteicos elevados de p53 en tumores está fuertemente correlacionada con 
la adquisición de mutaciones en TP53 195. Por lo tanto, con el objeto de corroborar 
nuestras observaciones se analizaron los niveles de ARNm de ICMT en los casos en 
cuales los datos de expresión de p53, evaluados por inmunohistoquímica (IHQ), 
estaban disponibles (596 casos). En apoyo a nuestros resultados, encontramos que 
los niveles de ARNm de ICMT estaban significativamente incrementados en los 




Figura 43: Niveles de expresión estandarizados de ICMT en muestras del compendio BC de cáncer 
de mama (n = 3661) clasificadas de acuerdo con a) la firma molecular p53 (ver texto), mut: 
clasificación según la firma p53 mutante, wt: clasificación según la firma p53 wt y b) niveles de p53 
determinados por IHQ, mut: casos con altos niveles de p53, wt: casos con bajos niveles de p53 (Two-
tailed unpaired  T-test, ****: p <0,0001).  
 
 
A continuación, ampliamos nuestro análisis para determinar si se pueden observar 
correlaciones similares en cáncer de pulmón. Con este fin, clasificamos los casos del 
conjunto de adenocarcinoma de pulmón TCGA-LUAD (516 casos) de acuerdo con la 
expresión de la firma p53, como se explicó para el compendio BC. Observamos la 
presencia de niveles de ARNm de ICMT significativamente mayores en casos con un 
valor alto para la firma p53 mutante, en comparación con los casos con valor bajo. 
En forma similar, el promedio estandarizado de la expresión de ICMT se redujo en 
más de dos veces en los casos con un valor alto para la firma de p53 wt, 
comparados con los casos con valor bajo (Figura 44 a). Para confirmar esta 
correlación, se analizaron los niveles de ARNm en los casos con mutaciones en 
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TP53, evaluados por secuenciación completa del exoma (Whole Exome Sequencing, 
WES), ya que los datos de IHQ de p53 no están disponibles en este conjunto de 
datos. En apoyo a nuestra hipótesis, encontramos que los niveles de ARNm de 
ICMT eran significativamente más altos en los casos que contenían mutaciones en 




Figura 44: Niveles de expresión estandarizados de ICMT en muestras de adenocarcinoma de pulmón 
del conjunto de datos TCGA-LUAD (n = 516) clasificadas de acuerdo con a) la firma molecular p53 
(ver texto), mut: clasificación según la firma p53 mutante, wt: clasificación según la firma p53 wt y b) 
estado de p53 determinado a partir de WES (Two-tailed unpaired T-test, ****: p <0,0001 y *: p <0,05).  
 
 
6.2. Análisis de la correlación entre la evolución clínica de pacientes con 
cáncer de mama o pulmón y los niveles de p53 e ICMT 
Finalmente, nos preguntamos si la expresión de ICMT podría correlacionarse con la 
evolución clínica en el cáncer. Encontramos que los casos con altos niveles de 
ARNm de ICMT en el compendio BC mostraron una disminución significativa en la 
supervivencia libre de metástasis (Figura 45 a), lo que sugiere que la sobreexpresión 
de ICMT coopera con el desarrollo de tumores agresivos. Cuando estratificamos los 
casos considerando también los niveles de p53 determinados por IHQ, encontramos 
que los casos con bajos niveles de p53 (es decir, correlacionados con el estado 
p53wt) y bajos niveles de ARNm de ICMT mostraron un aumento significativo de la 
supervivencia libre de metástasis en comparación con los otros grupos (Figura 45 b). 
Estos resultados sugieren que el efecto promotor de metástasis de ICMT es 
particularmente evidente en tumores que retienen p53 wt.  
 




Figura 45: a) Sobrevida libre de metástasis de pacientes del compendio BC de cáncer de mama (n = 
3661) clasificados de acuerdo con el nivel de expresión de ICMT. b) Sobrevida libre de metástasis en 
grupos de pacientes estratificados según el nivel de expresión de ICMT y los niveles de p53 
determinados por IHQ, p53 mut: casos con altos niveles de p53, p53 wt: casos con bajos niveles de 
p53 (Test Log-rank (Mantel-Cox)).  
 
 
Del mismo modo, encontramos una correlación significativa entre altos niveles de 
expresión de ICMT y una disminución de la supervivencia en el conjunto de datos de 
pacientes con cáncer de pulmón (Figura 46 a). Una tendencia similar a la observada 
en el compendio de BC se encontró cuando estratificamos los casos considerando 




Figura 46: a) Sobrevida de pacientes de cáncer de pulmón en estadio I del compendio TCGA-LUAD 
(n = 276) clasificados de acuerdo con el nivel de expresión de ICMT. b) Sobrevida libre de metástasis 
en grupos de pacientes del mismo compendio estratificados según el nivel de expresión de ICMT y el 
estado de p53 determinado según la firma molecular p53 (Test Log-rank (Mantel-Cox)).  
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En conjunto, nuestros resultados apoyan la idea de que la sobreexpresión de ICMT 
está asociada a la alteración de la vía de p53, y que además, promueve la 











Discusión y Conclusiones 
 
Discusión y Conclusiones 
103 
 
DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
El cáncer es una de las patologías más difundidas en la actualidad y una de las 
principales causas de muerte a nivel mundial, junto con las enfermedades 
cardiovasculares. Según el informe mundial de la Agencia Internacional para la 
Investigación en Cáncer (IARC) del año 2014, se contabilizaron aproximadamente 
14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes relacionadas con el cáncer 
en el año 2012, y se estima un aumento de la incidencia en los próximos años. 
Nuestro país no es ajeno a esta problemática, ya que se ubica en el rango de países 
con incidencia media-alta de esta enfermedad de acuerdo con datos difundidos por 
el Instituto Nacional del Cáncer (http://www.msal.gov.ar/inc/). En particular, la 
incidencia de cáncer de mama es elevada en nuestro país, produciéndose 19.000 
nuevos casos por año y siendo la primera causa de muerte por tumores en mujeres. 
Por su parte, el cáncer de pulmón es uno de los más frecuentes a nivel mundial y, en 
la Argentina, su incidencia es de 10.296 casos por año. Si bien la etiología del 
cáncer no ha sido aún comprendida en detalle, se cree que existen diversas 
combinaciones de alteraciones genéticas y epigenéticas capaces de contribuir al 
desarrollo de tumores, lo que la convierte en una de las enfermedades más 
complejas para prevenir, tratar y estudiar. A pesar de los importantes avances que 
han permitido mejorar en gran medida la calidad de vida de las personas que lo 
padecen, aún no se dispone en la práctica clínica de terapias eficaces. Uno de los 
grandes desafíos en la biología molecular del cáncer es identificar mecanismos 
oncogénicos conservados dentro de la gran heterogeneidad molecular que 
presentan los tumores humanos. En este escenario complejo, se destaca la 
relevancia de comprender los efectos de las alteraciones moleculares sobre las vías 
de señalización, las cuales gobiernan en gran medida el comportamiento celular, y 
de identificar las posibles interconexiones entre ellas. 
La inactivación de la vía de p53 es una de las alteraciones más frecuentes en el 
cáncer. No solo la frecuencia de mutaciones en TP53 es la más alta reportada en 
tumores humanos, sino que también, en muchos casos que retienen la forma wt, la 
vía se encuentra bloqueada debido a la alteración de otros componentes. Dentro del 
complejo espectro de alteraciones encontradas en este gen, se destaca la presencia 
de mutaciones missense, cuya presencia está íntimamente ligada al desarrollo de 
fenotipos agresivos y metastásicos 7,188. 
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En las últimas décadas, se demostró que el rol de la vía de p53 se extiende más allá 
de la respuesta al estrés genotóxico, y abarca otros aspectos de la fisiología celular; 
tales como, la comunicación intercelular, la regulación del metabolismo de glucosa, 
la capacidad de modular la autofagia, alterar el metabolismo y reprimir la 
pluripotencialidad y la plasticidad celular 29. Incluso, los niveles basales de p53 
pueden reforzar otras múltiples redes supresoras de tumores 31.Considerando el rol 
central de la alteración de la vía de p53 en el cáncer, parece lógico suponer que el 
estudio de sus consecuencias sobre funciones no canónicas de p53 wt puede 
ayudar a descubrir nuevos mecanismos oncogénicos. En la presente tesis, hemos 
contribuido a caracterizar un aspecto desconocido de la vía de p53, revelando su 
conexión con el procesamiento de proteínas preniladas. La prenilación de proteínas 
y el procesamiento posterior están emergiendo como modificaciones post-
traduccionales críticas que afectan diferentes aspectos de la fisiología celular y 
particularmente, podrían cooperar con el cáncer 142. A pesar de que los mecanismos 
subyacentes no se comprenden completamente, la inhibición de las diferentes 
etapas de esta vía se propuso como una estrategia terapéutica en el cáncer 142. En 
particular, algunos modelos experimentales han proporcionado resultados 
alentadores en relación a la inactivación o inhibición de ICMT 147–149. De todos 
modos, es necesario un conocimiento profundo del rol de dicha enzima en el cáncer 
con el fin de explotar su potencial terapéutico. 
En este trabajo, demostramos que la expresión de ICMT se encuentra regulada por 
varios miembros de la familia de p53, incluyendo mutantes puntuales de p53 
asociadas al cáncer, lo cual sugiere una interrelación compleja, con distintas 
consecuencias sobre la fisiología celular. A pesar del creciente interés en la función 
biológica de ICMT, los mecanismos que regulan su expresión no habían sido 
estudiados hasta el momento. Nuestros resultados demuestran por primera vez que 
p53 wt reprime la actividad del promotor de ICMT y regula negativamente los niveles 
de ARNm y proteína. Los efectos ejercidos en la regulación de la expresión génica 
por parte de p53 wt son complejos y pueden estar influenciados por el contexto 
celular y la naturaleza de las señales de activación 30. A partir de ensayos de 
luciferasa identificamos, en el promotor de ICMT, una región entre las posiciones-
209 y -14 pb respecto al sitio de inicio de la transcripción, como responsable del 
efecto represivo observado. Además, encontramos que p53 wt es reclutada en el 
promotor de ICMT en una región que abarca este fragmento, sugiriendo fuertemente 
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que el mecanismo de represión implica la acción de p53 wt como parte de un 
complejo regulador en la cromatina. El análisis in silico de la región identificada no 
indicó la presencia de ninguna secuencia compatible con el consenso para p53RE; 
incluso, considerando un consenso modificado propuesto para explicar las 
diferencias encontradas en los promotores de genes diana reprimidos 65. Por lo 
tanto, especulamos que el reclutamiento puede implicar la interacción con otras 
proteínas presentes en el promotor, aunque no podemos excluir la unión a un sitio 
divergente. 
Por otro lado, demostramos que todas las isoformas TA de p63 y TAp73α reprimen 
el promotor de ICMT, lo que sugiere una superposición funcional parcial con p53 wt. 
Estos resultados están de acuerdo con estudios previos sobre otros genes diana de 
p53, los cuales se mostraron regulados de manera similar por p53 wt, y las 
isoformas TA de p63 y p73 108 .Esta redundancia funcional aparente entre proteínas 
que colaboran con la supresión tumoral abona la hipótesis de que la regulación 
estricta de los niveles de ICMT es necesaria para mantener la fisiología celular. Sin 
embargo, cada una de estas proteínas ejerce distintas funciones biológicas, como lo 
demuestran los fenotipos completamente diferentes observados en ratones 
knockout, incluyendo la letalidad embrionaria o perinatal en el caso de p63 77,78 y el 
retraso en el crecimiento, la alta tasa de mortalidad en los primeros dos meses, los 
defectos neurológicos y los problemas inmunológicos en el caso de p73 79. En este 
contexto, nuestros resultados sugieren que la regulación de la expresión de ICMT 
también podría ser relevante para las funciones específicas de TAp63 y TAp73. Por 
el contrario, las isoformas ∆N de p63 no tuvieron efecto sobre la actividad del 
promotor, lo que demuestra que el dominio TA es necesario para la función 
represiva. Sumado a esto, nuestros resultados de co-transfección sugieren que las 
isoformas ∆N de p63 pueden cooperar para potenciar la expresión de ICMT al 
contrarrestar el efecto represivo de las isoformas TA de p63. Teniendo en cuenta 
que se propuso un papel pro-tumoral para las isoformas ∆Np63 196,197, los efectos 
divergentes encontrados en el promotor de ICMT para las isoformas TAp63 y ∆Np63 
respaldan la idea de que el aumento de los niveles de ICMT cooperaría con 
mecanismos pro-oncogénicos. 
En oposición a los efectos ejercidos por p53 wt y las isoformas TA de p63 o p73, 
encontramos un efecto positivo de p53 mutante sobre la actividad del promotor, así 
como sobre los niveles de ARNm y de proteína de ICMT. Estos resultados sugieren 
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que la sobreexpresión de ICMT puede estar relacionada con la función oncogénica 
de p53 mutante. Nuestros hallazgos también indican que este efecto está asociado a 
un mecanismo de ganancia de función, ya que la activación del reportero y el 
aumento en los niveles de ARNm y proteína en células H1299 son completamente 
independientes de la presencia de p53 wt. Además, observamos que diferentes 
mutantes puntuales indujeron la expresión de ICMT, lo cual sugiere que este 
mecanismo no se encuentra restringido a tumores con presencia de una única 
mutante. Demostramos también que el efecto de p53R280K depende de la región -
2234 -1130 pb, y que la proteína mutante es reclutada en dicha región. Por el 
contrario, su efecto es completamente independiente de la región -209 -14 pb. En 
consecuencia, nuestros resultados indican que p53 wt y p53 mutante regulan la 
expresión de ICMT a través de diferentes mecanismos. La regulación diferencial 
ejercida por la forma wt y las mutantes nos lleva a preguntarnos cuáles son las 
diferencias estructurales que justifican actividades opuestas sobre la expresión de 
ICMT. De acuerdo con nuestras observaciones, la capacidad de inducir la expresión 
de ICMT está presente en diferentes tipos de mutantes puntuales, incluyendo 
mutantes de contacto (R273H, R248W) y conformacionales locales (R249S, R280K) 
o globales (R175H). Por otra parte, nuestros resultados demostraron que diferentes 
mutantes artificiales, en las cuales la función transcripcional de p53 fue severamente 
comprometida (p53 L22Q/W23S∆Pro(aa 64-93) y p53 L22Q/W23S∆C(aa 355-393)), 
no tuvieron efecto sobre la inducción del promotor de ICMT. Por lo tanto, se pone de 
manifiesto que mientras la inactivación de la función de p53 anula la represión de 
ICMT, las mutaciones puntuales asociadas al cáncer provocan un cambio que 
transforma el efecto represivo en activación. 
Por otra parte, la co-expresión de p53R280K con p53 wt o TAp63α eliminó el efecto 
represivo de ambos factores de transcripción en ensayos de luciferasa, mostrando 
un efecto de dominancia negativa sobre los mismos. Estas observaciones, sumadas 
a los resultados que demuestran la dominancia negativa de ∆Np63 sobre TAp63 
sugieren que la expresión de ICMT podría verse afectada por la interacción funcional 
entre miembros de la familia de p53. A su vez, nuestros resultados implican que las 
mutaciones missense en TP53 pueden cooperar para aumentar la expresión de 
ICMT por mecanismos complementarios. Por un lado, la función represiva de p53 wt 
se pierde debido a la mutación de un alelo y al efecto de dominancia negativa 
ejercido por la proteína mutante sobre la forma wt, generada a partir del alelo 
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restante. Por otro lado, la proteína mutante puede activar mecanismos de inducción 
independientes de p53, los cuales podrían involucrar la inhibición de las isoformas 
TA de p63 o p73, así como la interacción con otros factores desconocidos. Nuestros 
hallazgos sugieren que la expresión de ICMT debe regularse estrictamente en 
condiciones fisiológicas, y que las alteraciones adquiridas durante la tumorigénesis, 
que conduzcan a la inactivación funcional de p53 wt, TAp63 o TAp73, inducirían la 
expresión del dicho gen. En este contexto, se esperaría que tal aumento en los 
niveles de ICMT cooperara con la progresión tumoral. En apoyo a esta idea, 
demostramos por primera vez que la sobreexpresión de ICMT exacerbó diversos 
fenotipos tumorales in vitro. El aumento en el potencial clonogénico asociado a altos 
niveles de ICMT podría reflejarse en una mayor proliferación y/o supervivencia en 
condiciones hostiles, tanto en la sede primaria del tumor, como en la circulación 
sanguínea o en sedes de colonización. Por otra parte, el aumento en la migración 
sugiere una mayor capacidad invasiva. En línea con estos experimentos, la 
inhibición farmacológica de ICMT con Cysmethynil disminuyó el potencial 
clonogénico y migratorio de las células tumorales in vitro. Los efectos observados 
para este inhibidor confirman su potencial utilidad como compuesto anticancerígeno 
165,166
. En un sentido más amplio, el desarrollo de características invasivas requiere 
en general la activación de un programa del tipo TEM 198. Nuestros estudios en 
cultivos 3D de células MDCK demostraron que el aumento en los niveles de ICMT 
también colaboró en este sentido, ya que redujo las características epiteliales, 
alterando la polarización celular y la arquitectura de los esferoides en cultivos 3D. En 
conjunto, los resultados de los estudios in vitro nos sugieren que el aumento en los 
niveles de ICMT podría contribuir con la progresión tumoral de diversas formas y 
durante las distintas etapas del desarrollo tumoral. 
Los resultados de los modelos in vivo utilizados, confirmaron que el aumento en los 
niveles de ICMT colabora con la patología en células H1299 derivadas de carcinoma 
de pulmón no microcítico humano y 4T1 derivadas de adenocarcinoma de mama 
Triple Negativo murino. En ambos modelos fue posible observar un aumento en el 
potencial tumorigénico. En el caso de células H1299 este potencial de expresó como 
un mayor número de ratones con tumores y un mayor volumen tumoral. Sin 
embargo, estas células no desarrollan metástasis cuando son inyectadas en forma 
subcutánea. El modelo de células 4T1 presenta la ventaja de permitir estudiar el 
proceso completo de metástasis en ratones inmunocompetentes. Estas células, 
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generan tumores primarios con una eficiencia cercana al 100 % en ratones BALB/c. 
Sin embargo, a pesar de este mayor potencial tumorigénico basal, la sobreexpresión 
de ICMT produjo un aumento significativo en el volumen tumoral y en la frecuencia 
de metástasis.  
La multiplicidad de potenciales sustratos de ICMT plantea un interrogante en 
relación a los mecanismos moleculares activados por la sobreexpresión de ICMT. 
Esta es una pregunta relevante ya que no se conoce de qué modo se articula la 
función de proteínas preniladas. En tal sentido, hemos realizado una aproximación a 
dicha problemática indagando la participación de algunos sustratos relevantes en el 
cáncer, tales como RAS y RHO GTPasas. Nuestros resultados sugieren que los 
efectos promovidos por ICMT en células H1299 no involucran la activación del eje 
RAS/MAPK, ya que ni el silenciamiento ni la inhibición de ICMT afectó a la 
fosforilación de ERK. Por el contrario, pudimos demostrar que el citoesqueleto de 
actina se ve afectado por la sobreexpresión de ICMT. Teniendo en cuenta el papel 
clave que desempeñan las RHO GTPasas como reguladores de la polimerización de 
actina, es probable que su actividad se vea afectada por cambios en los niveles de 
ICMT. Dada la complejidad funcional y el número de proteínas que pertenecen a la 
familia de las RHO GTPasas, cabe señalar que sería relevante identificar cuáles de 
ellas son modificadas por ICMT en las células tumorales.  
El análisis de bases de datos públicas puso en evidencia la relevancia clínica de 
nuestros hallazgos. En primer lugar, nuestros resultados indican que p53 wt y 
mutante ejercen efectos opuestos sobre ICMT en cáncer de mama. Los tumores 
clasificados como p53 wt, se correlacionan con niveles más bajos de ARNm de 
ICMT. A la inversa, los tumores compatibles con la presencia de mutaciones en p53 
mostraron niveles de ARNm de ICMT significativamente mayores. Además, el efecto 
positivo de las mutantes de p53 en la expresión de ICMT es respaldado por una 
aproximación diferente, basada en los niveles de expresión de p53, determinados 
por inmunohistoquímica en muestras tumorales. También se observó una 
correlación similar entre los niveles de ARNm de ICMT y el estado de p53 en el 
conjunto de datos de cáncer de pulmón, lo que sugiere que el efecto de la vía de p53 
sobre la expresión de ICMT no está restringida a un tipo de tumor específico. 
En segundo lugar, la sobreexpresión de ICMT mostró una correlación significativa 
con un mal pronóstico en pacientes con cáncer de mama y de pulmón. Un análisis 
más detallado del compendio BC, estratificando los casos en base a los niveles de 
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expresión de p53, indicó que los casos con bajos niveles de p53 y menor expresión 
de ICMT mostraron un aumento significativo de la sobrevida libre de metástasis en 
comparación con todos los demás grupos. De acuerdo con los criterios utilizados en 
esta clasificación, se espera que el grupo con baja expresión de p53 este compuesto 
mayoritariamente por casos con p53 wt. En consecuencia, nuestros resultados 
sugieren que la sobreexpresión de ICMT en tumores que no expresan formas 
mutantes de p53 tendría un efecto más marcado sobre el desarrollo de metástasis, 
en comparación con los casos que expresan mutantes de p53. Sobre esta base, es 
posible formular la hipótesis de que prevenir la sobreexpresión de ICMT o inhibir su 
función en el grupo de baja expresión de p53 (es decir, p53 wt o nulo) aumentaría la 
sobrevida. Además, estos resultados también sugieren que las terapias basadas en 
la inhibición de ICMT pueden ser particularmente eficaces en pacientes con p53wt, 
los cuales representan más del 70% de los casos de cáncer de mama. Evidencias 
previas han demostrado que el aumento de la geranilgeranilación de proteínas 
coopera con la agresividad tumoral en cáncer de mama y que los mutantes 
puntuales de p53 promueven este efecto induciendo la expresión de SREBP y 
alterando la vía del mevalonato 110,199. La sobreexpresión de ICMT puede recapitular 
algunos de los efectos de la alteración de la vía del mevalonato al afectar la función 
de las proteínas geranilgeraniladas. En este contexto, los tumores con p53 mutante 
pueden ser menos dependientes de la sobreexpresión de ICMT, debido a que ya 
han desarrollado un mecanismo para alterar la función de las proteínas modificadas 
por geranilgeranilación. Una superposición parcial de efectos de este tipo podría 
explicar por qué la sobreexpresión de ICMT generó un efecto más marcado en el 
grupo con baja expresión de p53 del compendio de BC (enriquecido en casos con 
p53 wt). Por otra parte, es posible que la presencia de mutantes puntuales de p53 
active otros mecanismos de agresividad tumoral que estarían ausentes en los casos 
con p53 wt o nulo. Por lo tanto, dichos mecanismos dependientes de p53 mutante 
proporcionarían capacidades adicionales para fomentar la progresión tumoral en 
casos con niveles bajos de ICMT. Esto explicaría por qué la expresión de ICMT no 
mostró una diferencia significativa en la sobrevida en el grupo enriquecido en casos 
de p53 mutante. 
En resumen, nuestros resultados revelan una conexión entre la familia de p53 y la 
red de proteínas preniladas. Proponemos que la expresión de ICMT está regulada 
por la interacción entre los miembros de la familia de p53. La alteración de este 
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equilibrio durante la progresión tumoral tendría un impacto en los niveles de ICMT, lo 
que a su vez modificaría la acción de las proteínas preniladas, fomentando de esta 
forma la acción de mecanismos de agresividad. Además, nuestras evidencias 
también contribuyen a comprender la relevancia clínica de la sobreexpresión de 
ICMT en el cáncer de mama y de pulmón, y sugieren que las estrategias 
terapéuticas basadas en la inhibición de ICMT pueden ser particularmente útiles en 
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